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RESUMO

Os Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) sdo um grupo diversificado de
bactérias e arqueas com o crescimento heterotrofico e anaerébio, reduzem sulfatos
e produzem sulfeto de hidrogénio (H»S) que pode ser detectado através da presenca
de precipitados de cor no meio liquido. Muitos esfor¢os estdo sendo direcionados
para o desenvolvimento de métodos rapidos e simplificados de enumeragcdo de MRS
que possibilitem um diagnéstico mais rapido da Corrosdo Influenciada
Microbiologicamente (CIM). O objetivo principal deste estudo foi avaliar uma nova
metodologia de deteccao e contagem de MRS em amostras do sistema de producgao
de petréleo e gas. O experimento foi planejado a partir da comparacao da contagem
microbiana entre o meétodo tradicional (28 dias de incubacdo) e o método de
microplacas (07 dias de incubacdo). O monitoramento do crescimento microbiano
ocorreu durante 06 meses (maio 2011 a outubro de 2011) em oito pontos de
amostragem que incluem a montante e jusante de dutos (gasoduto, aqueduto,
oleoduto) e drenos de tanques de armazenamento de agua produzida. Nesses
pontos foi avaliada a qualidade da agua por meio de variaveis fisico-quimicas
(APHA, 2005) e o crescimento de MRS e BANHT pelos métodos microbiolégicos
citados em amostras de agua produzida, 6leo e residuos depositados nos dutos. Os
resultados das anadlises estatisticas referentes a enumeracdo de MRS e Bactérias
Anaerbdbias Heterotréficas Totais (BANHT) demonstraram uma vantagem
significativa na reducdo do tempo de processamento da amostra utilizando o novo
método proposto (7 dias) em comparacdo com o método tradicional (28 dias),
permitindo a obtencdo do diagndstico mais rapido. Portanto, 0 emprego deste novo
método de deteccdo na industria de petréleo e gas contribuira para a aplicacdo de
medidas preventivas e/ou corretivas de forma mais imediata, consequentemente, o
controle desses microrganismos possibilitara a economia de recursos ao evitar
problemas de biocorrosao que resultam em poluicdo ambiental, perda de producéo e

podem afetar a salde humana através da producéo de H,S.

Palavras-chave: Corrosdo Influenciada Microbiologicamente. Método de
microplacas. Microrganismos Redutores de Sulfato. Petréleo e Gas.



ABSTRACT

The microorganisms sulfate reducers (MRS) are a diverse group of bacteria and
archaea and the heterotrophic anaerobic growth, reduce sulfates and produce
hydrogen sulfide (H2S) can be detected through the presence of precipitates in the
liquid color. Many efforts are being directed towards the development of rapid
methods and simplified enumeration MRS that enable a more rapid diagnosis of
Microbiologically Influenced Corrosion (MIC). The main objective of this study was to
evaluate a new method for detection and enumeration of MRS in samples of the oil
and gas. The experiment was designed based on the comparison between the
microbial count method (28 days incubation) and the new proposed method (07 days
incubation). The monitoring of microbial growth occurred during 06 months (May
2011 to October 2011) in eight sampling points that include upstream and
downstream pipelines (pipeline, aqueduct, pipeline) drains and storage tanks of
water produced. These points was assessed water quality through physico-chemical
variables (APHA, 2005) and growth of MRS and BANHT by microbiological methods
in samples of produced water, oil and waste deposited in the ducts. The results of the
analyzes statistics for enumeration of MRS total heterotrophic bacteria and anaerobic
bacteria (BANHT) showed a significant advantage in reducing the processing time of
the sample using the new proposed method (7 days) in comparison with the
traditional method (28 days) allowing the achievement of more rapid diagnosis.
Therefore, the use of this new detection method in the oil and gas contribute to the
implementation of preventive measures and / or corrective actions in a more
immediate, thus the control of these microorganisms enable the economy of
resources to avoid problems that result in biocorrosion environmental pollution, loss

of production and can affect human health through the production of H,S.

Keywords:  Microbiologically  Influenced  Corrosion.  Method  microplate.

Microorganisms sulfate reducers. Oil and Gas.
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1. INTRODUCAO

A producdo de Petroleo e Gas € acompanhada de uma significativa producédo de
agua, conhecida como agua de producdo, sendo que seu volume pode chegar a
exceder dez vezes o volume de producdo de 6leo durante a vida produtiva de um
poco de petrdleo (HENDERSON et al., 1999). As aguas de producdo possuem
caracteristicas toxicas e sua composicao pode variar em funcéo do tipo de campo e
da sua idade, origem e qualidade do 6leo, assim como do procedimento usado para
sua extracdo (STEPHENSON, 1991). No Brasil a exploracéo offshore (fora da costa)
de petréleo estd em pleno desenvolvimento e o desenvolvimento do souring
biogénico (producéo excessiva de H,S) tem se tornado um dos maiores problemas
relacionado a biocorrosdo devido ao aumento do uso da dgua do mar como meio de

recuperacao secundaria do petroleo (FARQUHAR, 1997).

Os MRS sédo procariontes, representados pelo dominio das bactérias e arquéias
(BARTON; HAMILTON, 2007). Por isso, pode-se designar 0 grupo como
Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS), denominacdo atual do grupo das
Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) (CARVALHO et al., 2007). Marques e Soares
(2002) afirmam que a maioria dos MRS possui a habilidade de reduzir o sulfato,
gerando H,S, que € um gas extremamente tOxico e corrosivo, portanto € agressivo
para elementos metalicos que compdem o poc¢o e demais equipamentos do sistema

de producéo de petréleo.

A CIM (Corrosao Influenciada Microbiologicamente) é constituida pelo consorcio de
diversos microrganismos, destacando-se os Microrganismos Redutores de Sulfato
dado sua relevancia na constituicdo do biofilme promotor dos problemas associados
a biocorrosdo. Os MRS sao o grupo bacteriano amplamente pesquisado em aguas
de sistemas de petroleo, pois contribuem para o desenvolvimento da biocorroséo
que gera um custo elevado na manutencdo de equipamentos e materiais de
sistemas de producéo de petroleo (LIMA; GONCALVES; CASSINI, 2005).

As principais consequéncias da acdo dos MRS em campos de petréleo estdo
relacionadas a potencializacdo do souring, a corrosao dos dutos de injecdo de agua



21

nos reservatérios e de transporte de fluidos, tanques de armazenamento de petréleo,
assim como a possivel obstru¢do da formacao rochosa. Isso implica na queda da
producdo de petréleo, na reducdo da qualidade do Oleo comercializado, com
consequente desvalorizacdo do mesmo no mercado, assim como possiveis danos a

saude do trabalhador pela exposi¢cdo ao H,S gerado e ao meio ambiente.

O desenvolvimento de métodos rapidos e simplificados de deteccdo e enumeracao
de MRS em ambientes naturais e industriais tem sido estudado pelos pesquisadores.
Em geral, os métodos de enumeracdo de MRS podem ser divididos em deteccdo
direta e métodos de cultura. Os métodos de cultura para o crescimento dos
microrganismos sdo amplamente difundidos. Os métodos de deteccdo direta sao
mais recentes e ainda estdo em fase de desenvolvimento, devido a algumas
limitacbes em grande parte pela complexidade e custo elevado (VESTER;
INGVORSEN, 1998). Assim, a escolha do método mais adequado deve considerar o
custo da analise, os equipamentos disponiveis, a necessidade de qualificacdo de
pessoal e principalmente o tempo necessario para a obtencdo de resultados, a fim
de que as decisGes sejam implementadas efetivamente em tempo habil, visando o

controle e/ou a prevencao da CIM.

Os métodos de contagem para bactérias anaerdbias requerem reducédo do tempo de
incubacdo das bactérias para que o diagndéstico da biocorrosdo seja mais rapido,
reduzindo custos para 0 monitoramento e controle dos mesmos. Portanto, 0 método
de microplacas de 96 pocos para enumeracdo de MRS por meio da técnica de
Numero Mais Provavel (NMP) foi proposto por LIMA (2006) tendo em vista que a
utiizacdo de microplacas ndo descartdveis ao longo do tempo reduz
significativamente o custo global das analises aliado ao uso da terca parte do volume
de meio normalmente utilizado pelo método tradicional. Além disso, 0 método tem a
vantagem da economia de espaco fisico, de reagentes, facilidade na manipulacéo

em laboratério e reducdo dos custos da industria.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar uma nova metodologia de deteccdo e contagem de Microrganismos
Redutores de Sulfato (MRS) em amostras do sistema de producdo de petroleo e

gas.

2.2 Especificos

e Detectar e enumerar a presenca de Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS)
e Bactérias Anaerdbias Heterotréficas Totais (BANHT) em dutos e tanques do
sistema de producdo de petroleo e gas pelo método tradicional com 28 dias de

incubacédo e método de microplacas de 96 pocos em 7 dias de incubacdao;

e Comparar o método tradicional com o método de microplacas de 96 pogos para a
contagem de Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) e Bactérias Anaerdbias
Heterotréficas Totais (BANHT) em amostras do sistema de producdo de petroleo e

gas;

e Verificar a influéncia das variaveis fisico-quimicas no crescimento microbiano dos
Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) e Bactérias Anaerdbias Heterotroéficas
Totais (BANHT).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Corrosao Influenciada Microbiologicamente

A partir da década de 1980 surgiu a denominacdo CIM (Corroséo Influenciada
Microbiologicamente) que tem sido amplamente utilizada pelos pesquisadores. A
reacao classica de corrosdo eletroquimica permanece valida para a CIM (FORD;
MITCHELL 1990; De BRUYN, 1992, VIDELA, 2003). A CIM ou biocorroséo pode ser
definida como a deterioracdo de metais sob condicbes aerdbias ou anaerdbias
devido a atividade direta ou indireta dos microrganismos (SCOTTO; MOLLICA,
2000) denominados genericamente de Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS) ou
Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS). A denominacdo BRS é historica,
enquanto a definicdo MRS engloba o grupo das bactérias e arquéias que também
constituem os microrganismos participantes da CIM.

Os microrganismos desempenham o papel na biocorrosdo por meio do auxilio no
estabelecimento da célula eletrolitica (forma indireta) ou pelo estimulo das reacfes
anddica ou catédica. As reacdes anddica e catddica devem sempre permanecer em
equilibrio na célula eletrolitica, pois, em condi¢cbes aerbbias ocorre o fornecimento
continuo de oxigénio para o catodo e a remocdo dos Oxidos de ferro e hidroxidos
insoltveis no anodo (HAMILTON, 1985; VIDELA, 2003).

Na CIM é formada uma regido anaerdbia sob a colénia em funcdo do consumo de
oxigénio pela respiracdo dos microrganismos aerobios, assim como uma regido mais
oxigenada na parte externa da colbnia, em contato com o meio liquido aerado. A
reacdo no catodo pela corrosdo microbiologica € igual a que ocorre na corrosao
inorganica, porém, a diferenca esta na manutencdo do gradiente de concentracéao de
oxigénio pelos processos respiratorios dos microrganismos. Este gradiente acelera
ativamente a reacao de corrosao via catodo enquanto a respiragao estiver ativa, pois
em caso de morte dos microrganismos o processo de aeracao diferencial continuara
preservado devido a existéncia de gradientes menores entre a parte inferior do

depdsito e sua parte externa (VIDELA, 2003).
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Nas instalagcfes industriais, a biocorrosdo ocorre a partir de consorcios complexos
microbianos que interagem com as superficies metélicas onde ha atuacdo de
diferentes tipos de bactérias (JAN-ROBLERO et al., 2004). Nas ultimas décadas,
varios problemas de cunho econémico e ambiental nas industrias tém sido atribuidos
aos microrganismos causadores da CIM (VIDELA; HERRERA, 2005). Para Franca
(2006) o custo global da biocorrosdo € avaliado em aproximadamente 4% do

Produto Nacional Bruto dos paises industrializados.

Dentre 0s microrganismos mais associados a danos ocasionados pela biocorroséo
podem-se destacar as bactérias redutoras de sulfato (BRS) (VIDELA, 2003). Por
isso, em sistemas industriais, é fundamental verificar se 0 meio em questao possui
as condicOes ideais para o seu crescimento. Dentre estas condi¢cdes destaca-se:
temperaturas de 20 a 50°C, exceto para termofilas; pH entre 4,5 e 9; presenca de
carbono, nitrogénio, fésforo e nutrientes essenciais, dentre outros. Sob estas
condicles, Lee et al. (1995) consideram os seguintes fatores para a ocorréncia e o
desenvolvimento da CIM: transporte e acumulo de materiais solUveis ou particulados
do liquido para a superficie do metal; processos de transformacéo eletroquimica e
microbiolégica no interior do biofilme e da superficie do metal;, erosdo e
desprendimento da superficie do filme.

A temperatura do meio ambiente influencia diretamente a CIM, pois 0 seu aumento
favorece as taxas de reacdo até atingirem um nivel 6timo para cada espécie.
Quando a temperatura sobe acima do nivel 6timo, a taxa de metabolismo microbiano
diminui devido a desnaturacdo das enzimas. Os microrganismos podem sobreviver
em diferentes faixas de temperatura, sendo classificados de acordo com a sua faixa
de temperatura 6tima. A maioria das enzimas néo resiste a temperaturas maiores
que 70°C, entretanto, algumas enzimas processadas por microrganismos
termofilicos permanecem ativas mesmo em temperaturas superiores a 100°C
(CHILINGAR; MOURHATCH; AL-QAHTANI, 2008).

Outro fator ambiental que influencia a CIM é a concentracdo salina da agua. A
diferenca na concentracdo do entorno e dentro do citoplasma da célula produz
alteracdes na pressdo osmoética que podem resultar em desidratacdo das células

seguido de inibicdo do crescimento ou morte. Entretanto, algumas bactérias podem
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tolerar baixas concentracdes de sal dentro das paredes celulares, com a reducao da
pressao osmatica. As bactérias haléfilas requerem altas concentracdes de sal para o
seu crescimento (CHILINGAR; MOURHATCH; AL-QAHTANI, 2008).

3.2. Biofilme

Em 1978, Costerton estabeleceu uma nova visdo da vida bacteriana que divergia da
microbiologia conhecida até o momento. Ele trabalhou uma diferente maneira de ver
a estrutura da substancia viscosa que parecia ancorar as bactérias a superficies em
estbmagos de gado, e, assim, descobriu que as bactérias agem de forma diferente
dentro e fora de um tubo de ensaio. As colbnias bacterianas criam seus proprios
microhabitat, aderindo a superficies e cobrindo-a com uma camada viscosa de
moléculas de protecdo, que ele denominou biofiimes (STAMBAUGH, 2003).
Biofilmes séo estruturas complexas com variavel distribuicdo de células e agregados
celulares, além de polimeros extracelulares e canais que permitem a circulacdo da
agua. As estruturas formadas sédo heterogéneas, dindmicas e o numero de

microrganismos varia a todo instante (FRANCA, 2006).

Os processos de formacdo dos biofilmes na superficie metalica ocorrem numa
sequéncia de eventos que se inicia com 0 contato entre o meio liquido e o metal. A
formacdo de uma camada composta de moléculas organicas permite a aderéncia
dos microrganismos presentes no liquido. As células microbianas que permanecem
na superficie iniciam um processo de multiplicacdo e producdo de EPS
(exopolissacarideos) a fim de se firmar na superficie. Com o espessamento do
biofilme, superando a camada-limite de fluxo laminar, desprendem-se as camadas
mais externas conforme a vazao de liquido para que ocorra 0 processo de
renovacao do biofilme. Assim, os processos de transferéncia de massa no biofilme
contaminam o meio liquido com particulas bioldgicas (metabdlitos e materiais de lise
celular) e particulas inorganicas (produtos de corroséo) (VIDELA, 2003) (Figura 3.1).
Vale destacar que na fase inicial de aderéncia do biofilme, as colonias de
microrganismos sao constituidas, em sua maioria, por uma pelicula gelatinosa de
facil remocao. Apés algum tempo ha probabilidade das camadas externas sofrerem
mineralizacdo, formando tubérculos duros, com dificuldades em sua remocéo

contribuindo para o desenvolvimento de outros microrganismos (FRANCA, 2006).
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Figura 3.1: Modelo de formagéo do biofilme
Fonte: Blicq (2008); Legenda: 1- formacdo do biofiime, 2- adesdo, 3- producdo de EPS, 4-

espessamento, 5- desprendimento

O desenvolvimento de biofilmes esta diretamente relacionado a parametros, tais
como: variacdes de temperaturas conforme o clima ou a estacdo do ano, velocidade
do vento e a duracdo do dia, taxa de fluxo de agua pela superficie, disponibilidade
de nutrientes, rugosidade da superficie, pH neutro da agua, auséncia de oxigénio,
presenca de material particulado aprisionado dentro do biofilme, que oferece pontos
de ligacdo adicionais, além da efetividade nas medidas de controle da
bioincrustacdo, como limpeza e sanitizacdo (COETSER; CLOETE, 2005; GENTIL,
2003).

Estudos em dutos contendo dgua do mar mostraram valores maximos de bactérias
aerodbias e anaerdbias em fluxo de agua com velocidade de 3,6cm/s, que caracteriza
o fluxo laminar e favorece o crescimento das células sésseis. Os resultados também
mostraram que sob condi¢cdes de turbuléncia, o numero de microrganismos
decresceu consideravelmente em relacdo aos valores obtidos sob fluxo laminar
(FRANCA; CRAVO JR, 2000).

Videla (2003) ressalta a importancia do conhecimento de todo o processo de
formacéo de biofilmes para evitar problemas de corroséo, tais como, a selecao do
local para efetuar a deteccéo da presencga de microrganismos; certificacdo da origem
biolégica do ataque corrosivo, isolamento e identificacdo das espécies e verificagdo
das caracteristicas do ataque de acordo com a composicao fisico-quimica do meio

vizinho e as condi¢cbes operacionais do sistema, realizar tratamento de limpeza do
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sistema, promover o controle e manutencgdo de niveis baixos de células plancténicas

e sésseis, assim como de sélidos em suspensao.

A corrosdo e o0 desgaste ocasionado pelos biofilmes podem causar danos
consideraveis. A incrustacdo pela criacdo de uma biomassa morta e de uma fonte de
nutrientes leva ao re-crescimento de organismos na agua e a destruicdo prematura
dos materiais minerais (COETSER; CLOETE, 2005). Nos Estados Unidos da
Ameérica, por exemplo, os problemas decorrentes da formacdo de biofilmes na
industria custam bilhdes de dolares todos os anos, devido aos processos de
incrustacdo nas tubulacbes (STAMBAUGH, 2003). O Brasil também gasta
anualmente milhdes de dolares devido a ocorréncia de corrosdo nos sistemas

industriais ocasionando sérios prejuizos econdmicos (FRANCA, 2006).

3.3. Microrganismos Promotores da CIM

O processo de biocorrosdo ocorre a partir da participacdo de varios tipos de
microrganismos, direta ou indiretamente, que englobam grupos microbianos de
diferentes espécies com caracteristicas em comum. A seguir, serdo apresentados
apenas o0s grupos comumente isolados e reconhecidamente envolvidos em casos de
CIM.

3.3.1. Microrganismos relacionados com o Enxofre ou seus Compostos

Diferentes grupos microbianos, bactérias, fungos e algas, podem ser promotores dos
processos de CIM (VIDELA, 2003). Dentre as bactérias, destaca-se o grupo das
bactérias redutoras de sulfato (BRS). Atuantes no ciclo do enxofre estdo envolvidas
em 95% dos casos de biocorrosdo (HAMILTON, 1985). Para Decker (1986) ha fortes
evidéncias sobre a relagdo das BRS e sua agéo conjunta com as colénias de outros
microrganismos. Se 0s organismos anaerdbios no ciclo do enxofre estiverem
envolvidos no meio com microrganismos aerobios, as reacdes de corrosao serao
perpetuadas (Figura 3.3). Os microrganismos aerébios, como Thiobacillus e
Gallionella, podem consumir O, na superficie do biofilme para proteger as BRS
contra esta ameaca. Além disso, Thiobacillus podem reconverter H,S para H,SO,4 ao

completar o ciclo de S e fornecer uma corrosao mais agressiva ao metal.
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Para Videla (1993), no grupo de microrganismos relacionados ao enxofre destacam-
se as bactérias oxidantes (aerobias) e as redutoras (anaerdbias). Gentil (2003)
afirma que os Thiobacillus oxidam enxofre ou os compostos de enxofre (sulfito,
tiossulfato e politionatos) a sulfato, produzindo &cido sulfdrico. Os microrganismos
oxidantes do enxofre se desenvolvem pela oxidacdo de compostos reduzidos de
enxofre inorganico ou minérios de sulfeto, realizado pelas bactérias do género
Sulfolobus e as arquéias autotroficas encontradas em fontes termais (RAWLINGS,
2002). Segundo Robertson e Kuenen (2006) o ciclo biogeoquimico descreve as
transformacdes do enxofre por meio de reacdes de oxido-reducdo, onde a forma
reduzida de enxofre (H,S) pode ser oxidada a sulfato por varios microorganismos e

novamente ser reduzido a sulfeto pelas bactérias redutoras de sulfato.
3.3.2 Caracterizacdo e metabolismo das Bactérias Redutoras de Sulfato

O grupo de microrganismos redutores de sulfato (MRS) teve sua primeira cepa
isolada por Beijerinck em 1985, capaz de reduzir sulfato (SO,*) a sulfeto de
hidrogénio, batizada pelo pesquisador de Spirillum desulfuricans (POSTGATE,
1979). Inicialmente, eles foram considerados anaerdbios obrigatérios, contudo,
atualmente podem ser classificadas como anaerobios aerotolerantes porque em
algumas espécies, 0 oxigénio pode ser utilizado como aceptor de elétrons no
processo de formacdo de ATP (adenosina trifosfato) via respiracao celular. Porém é

preciso destacar que este processo de utilizacdo do oxigénio pode inativar varias
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enzimas e s ocorre, portanto, por periodos curtos de tempo (DILLING; CYPIONKA,
1990).

A classificacdo destes microrganismos baseia-se na analise da sequéncia de 16S
rRNA, que define o taxon, o género e a espécie destes microrganismos. Segundo
Mori et al. (2003) os MRS sao filogeneticamente divididos em 4 linhagens
bacterianas e 2 linhagens de arquéias termofilicas. Para Postgate (1979) os MRS
podem ser classificados em 4 grupos: mesofilos Gram-Negativos, Gram-Positivos
formadores de esporos, eubactérias termdfilas Gram-negativas e arqueobactérias

termdfilas Gram-negativas.

A maioria dos MRS possui ampla distribuicdo com capacidade de sobreviver em
ambientes aquaticos e terrestres. Eles podem ser encontrados em solos, aguas
doces, marinhas, salobras, nascentes de 4gua quente, areas geotérmicas, pocos de
Oleo e gas natural, depdsitos de enxofre, manguezais, entre outros. Contudo, séo
limitados ecologicamente porque necessitam de adaptacfes consideraveis de
temperatura e salinidade para sobreviver (POSTGATE, 1979). Conforme Rabus
(2000), os locais de prevaléncia dos MRS consistem em sedimentos de ambientes
aquaticos, com variacdo de temperatura desde muito baixas até geotermicamente
elevadas, atingindo mais de 105°C. Segundo Postgate (1979), Kleimkemper (2000),
também ja foram encontrados MRS em diversos ambientes, como em plantas de
purificacdo anaerdbia, plantas de lodo, em &guas produzidas de petréleo, ambientes
contaminados por derivados do petréleo, entre outros.

Uma caracteristica importante dos MRS esta relacionada a sua adaptabilidade a
diferentes temperaturas. Eles toleram temperaturas entre —5°C e 75°C e podem
adaptar-se para novas condicdes de temperatura. Em média, o crescimento dos
MRS mesofilos € lento, ao longo de varios dias a 30°C. As bactérias termofilas
crescem mais rapidamente, a 55°C, geralmente entre 12 e 18 horas. Uma razéao
para o crescimento lento das mesofilas € o H,S, produto da respiracdo, que reduz a
taxa de crescimento. Essas bactérias também podem crescer no vacuo ou em agua
com pressdes abaixo de 10° Kpa, toleram pH entre 5 e 9,5 e uma ampla faixa de

condi¢des osmdticas, assim como um baixo potencial redox (POSTGATE, 1979).
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A principal caracteristica dos MRS pode ser considerada a utilizagdo do sulfato como
aceptor de elétrons terminal, reduzindo-o a sulfeto, apesar de algumas poucas
espécies, reduzirem o enxofre a sulfeto. Postgate (1979) afirma que a reducado
desassimilatoria do sulfato € o tipo de oxidacdo essencial do metabolismo dos MRS,
por isso definiu o termo MRS para essa classe de microrganismos. Neste contexto,
uma pequena quantidade de enxofre reduzido € assimilada pelo organismo, mas

praticamente tudo € liberado no ambiente externo como ion sulfeto.

O Processo de redugcdo do sulfato, segundo Gibert et al. (2002), pode ser
representado pela equacdo simplificada global (EQUACAO 3.1), onde CH,O

representa um composto organico:

2CH,0 + SO,* + 2H" < H,S + CO; + H,0. (Equacéo 3.1)

A degradacao incompleta de fontes de carbono como o citrato (COO CH,COHCOO"
CH,COO)) e o lactato (CH3CHOHCOQ") a acetato (CH3COO") (Equacédo 3.2 e 3.3) e
a degradacdo do acetato (Equacdo 3.4) foram obtidas através das seguintes
reacOes estequiométricas (KLEIKEMPER et al., 2002):

4CO0O CH,COHCOO CH,COO™ + SO,* + 8H,0 = 8CH3COO™ + 8HCO3 + HS™ + 3H",
(Equacéo 3.2)
2 CH3sCHOHCOO™ + SO, = 2 CH;COO™ + 2HCOs; + HS + H', (Equagdo 3.3)

CHsCOO™ + SO,* = 2HCOs; + HS . (Equaco 3.4)

A reacdo global gera a reacdo abaixo (Equacédo 3.5), utilizada no processo
metabdlico dos MRS: (VOORDOUW, 1995):

4H, + ATP + S04% + (8 + N)H intemo™ HS™ + AMP + 2Pi + (8 + n)H " extemo.
(Equacéo 3.5)

O processo assimilativo e o desassimilativo de sulfato iniciam-se com a ativacdo dos
ions sulfato por Trifosfato de Adenosina (ATP) (Figura 3.5). Na reducao assimilativa,

a enzima ATP sulfurilase catalisa a ligacdo do ion sulfato ao fosfato da molécula de



31

ATP, formando adenosina fosfosulfato (AFS) com a liberacdo de pirofosfato (PPi).
Na reducdio desassimilativa, a AFS é reduzida a sulfito (SO3%) pela agéo da enzima
AFS redutase, com a liberacdo de AMP (adenosina monofosfato). Na reducéo
assimilativa, outro P € incorporado a AFS, formando fosfoadenosina fosfosulfato
(FAFS) e, entdo, os sulfatos sdo reduzidos. Em ambos os processos, o sulfito é o
primeiro produto da reducgédo, sendo posteriormente transformado em sulfeto por
acao da enzima sulfito redutase (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
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Figura 3.3: Bioquimica da reducéo do sulfato
Fonte: Madigan, Martinko e Parker (2004)
Legenda: (a) Ativacéo dos ions sulfato por ATP: adenosina 5’-fosfosulfato (AFS) e fosfoadenosina 5’—

fosfosulfato (FAFS) (b) Reducbes assimilativa e desassimilativa ou dissimilativa de sulfato

A reducdo do sulfato pelos MRS ocorre com no minimo quatro enzimas
citoplasmaticas governando as reacdes (POSTGATE, 1979; POSTGATE, 1984,
OLDOM; PECK, 1984). ATP sulfurilase (Equacao 3.6), a pirofosfatase (Equacao
3.7), adenil sulfato redutase (Equacao 3.8) e a bisulfito redutase (Equacéo 3.9). A
seguir estdo apresentadas as sequéncias de reacOes referentes as respectivas

enzimas citoplasméaticas mencionadas:

ATP + SO, < APS + PPj, (Equacio 3.6)
PPi + H,O = 2 Pi, (Equacéo 3.7)
APS + H" & HSO3; + AMP, (Equacdo 3.8)

HSO; + 6 H" + 6e” = HS + 3 H,0. (Equacéo 3.9)
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Postgate (1979) sugeriu 0 mecanismo de conversao inicial do sulfito a metabissulfito
(S,05%) com conseqiiente reducao a tritionato (S30g”). Durante essa conversao sdo
formados alguns intermediarios, como o ditionato (S,04%). Parte do tritionato seria
convertida a tiossulfato (S,05%) e parte se regeneraria a sulfito. A Gltima etapa é a

reducao do tiossulfato ao sulfeto, que pode converter-se novamente a sulfito.

O processo de reducdo desassimilativa consiste em parte pela utlizacdo do
hidrogénio. Quando o ferro metalico (Fe°) esta imerso em agua, tracos de metal se
dissolvem espontaneamente como Fe?*, deixando cargas negativas na superficie do
metal. Na auséncia de oxigénio, os elétrons deixados na superficie do metal podem
reduzir protons, a partir de sua dissociagdo na agua para o hidrogénio, que
permanece na superficie do ferro (PADILLA-VIVEROS; GARCIA-OCHOA;
ALAZARD, 2006). O hidrogénio sai do citoplasma em direcdo ao espago
periplasmatico e interage com a hidrogenase presente na membrana plasmatica
(hidrogenase Ni-Fe) gerando elétrons e prétons (formam um gradiente eletroquimico
permitindo formar ATP via ATPase) (CHOI; CHASE JR.; BARTHA, 1994).

O principal carreador de elétrons do sulfato € o citocromo c¢3 (citocromo
periplasmatico), transferindo os elétrons (Figura 3.6) para um complexo protéico
(Hmc) aderido a membrana plasmatica, que os transporta até o interior da célula,
disponibilizando-os para as enzimas ATP sulfurilase e sulfito redutase que permitem
a reducdo do sulfato até sulfeto, que saem da célula como sulfeto de hidrogénio
(MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).
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Figura 3.4: Cadeia de transferéncia de elétrons em Desulfovibrio
Fonte: Matias et al. (2005)
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Os MRS podem utilizar varios compostos inorganicos sulfurados como aceptores de
elétrons. Aproximadamente 20 géneros de MRS reduzem sulfato ou compostos
reduzidos de enxofre (sulfito e tiossulfato), por isso € possivel classifica-los em dois
grandes grupos: Grupo 1 — Uso do lactato, piruvato, etanol, determinados acidos
graxos e o produto final da oxidagcdo € o acetato, destacando-se 0s géneros
Desulfovibrio, Desulfobotulus, Desulfotomaculum, Desulfobulbus e
Thermodesulfobacterium; Grupo 2 - Utilizam &cidos graxos, particularmente o
acetato, na reducéo do sulfato a sulfeto, representados pelos géneros Desulfobacter,
Desulfobacterium, Desulfococus, Desulfonema e Desulfosarcina. A diferenca
fundamental entre esses grupos esta na capacidade dos individuos do Grupo 2 em
oxidar completamente &cidos graxos, lactato, succinato e benzoato até CO,. A
reducdo da disponibilidade de ferro para o metabolismo dos MRS afetara o
transporte de elétrons na célula, visto que o mesmo constitui um componente das
ferrodoxinas e citocromos. Essa reducao acontece devido ao fendmeno de inibigéo
dos MRS por sulfeto, que ao reagir com 0s metais ird precipitar na forma de sulfetos
metalicos, produzindo sulfeto de ferro (FeS), ficando indisponivel para o transporte
dos elétrons (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2004).

A concentracdo minima inibitéria/toxica de sulfeto para os MRS pode estar
relacionada as condicbes de temperatura, pH, pressdo e concentracdo de ions
fésforo. Cabe destacar que concentracdes proximas de 544 mg/L de sulfeto podem
inibir o crescimento e a velocidade de reproducdo de MRS (BARTON; TOMEI,
1995). A toxicidade do sulfeto encontra-se na faixa de 150 mg/L até 300 mgl/L,
conforme o estado e o género da bactéria (planctdnica ou séssil). Este valor esta
relacionado ao sulfeto ndo dissociado, que é dependente dos valores de pH
(DUNSMORE; EVANS, 2005).

3.4 Sistemas de Producéo de Petroleo

3.4.1. Processamento primario de fluidos

O processamento primario de fluidos de petroleo consiste na separacéo do 6leo, gas

e agua do fluido proveniente do reservatério. Segundo Thomas (2004) o tipo de

fluido produzido pelo reservatorio ir4 influenciar diretamente na viabilidade técnico-
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econdmica da planta de processamento primario. As plantas mais simples realizam
apenas a separacdo Oleo/gas/agua e as mais complexas efetuam o
condicionamento e a compressao do gas, tratamento e estabilizacdo do 6leo, além

do tratamento da agua para reinjecao ou descarte.

O tratamento primério do 6leo consiste na separacdo agua-0leo. Grande parte da
agua associada ao petrleo é separada por decantacdo da agua livre nos
separadores. A fracdo da agua que permanece emulsionada requer um tratamento
fisico e as vezes, até um tratamento quimico. O éleo é estabilizado nos separadores
e segue para o tratamento até ser transportado por oleodutos para comercializagéo.
S&a0 necessarios teores de agua e sedimentos de até 1% no Oleo para atingir 0s
niveis aceitaveis de transferéncia, conforme recomenda a Portaria Conjunta ANP-
INMETRO n°. 01 de 19 de junho de 2000. Estas condi¢cdes sao estabelecidas a fim
de evitar problemas nos processos posteriores e também preservar 0S
equipamentos do sistema contra a corrosdo promovida pelo ataque microbiologico

em funcéo da agua presente no meio (BRASIL, 2000).

O gas pode ser queimado ou condicionado em sistemas de compressao,
desidratacdo e remocao de gases, quando necessario, para ser utilizado na estacao,
campo de producdo ou mesmo ser escoado pelos gasodutos e destinado ao
mercado (GABARDO, 2007). A desidratacdo do gas natural pode ocorrer por
processos de absorcdo ou adsorcdo. A absorcao se da em um vaso onde o gas flui
em contracorrente com uma solucdo de glicol (poder higroscépico), sendo
posteriormente regenerado por aquecimento e devolvido ao sistema. A adsorcéo é
realizada a partir de materiais de grande area superficial e afinidade pela agua,
como a alumina, silica-gel e as peneiras moleculares (alumino-silicatos). De forma

semelhante, o adsorvente também sera regenerado pelo calor (THOMAS, 2004).

No tratamento do gas é realizada a remocao de H,S e/ou CO,, processo conhecido
por adocamento. A retirada se faz necessaria devido a questbes de seguranca e
toxicidade no caso do H,S, e no caso do CO, em funcéo desta molécula reduzir o
poder calorifico do gas natural ou do gas combustivel (BARBOSA, 2010).

Atualmente, vérias tecnologias de tratamento de gé&s estdo comercialmente
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disponiveis, sob a forma de diferentes solventes quimicos e fisicos, membranas,
adsorcao, entre outras (BERGEL; TIERNO, 2009). Dentre estas tecnologias, 0s
processos quimicos reversiveis que utilizam solugcbes de aminas sdo 0s mais
utilizados (THOMAS, 2004).

O processo de extracdo de petréleo e gas gera uma producdo significativa de agua
gue pode ser encontrada nos reservatorios de 6leo, desde a sua formacado, ou
associada a agua subterranea (SILVA, 2000). A agua produzida € um contaminante
indesejado proveniente de formagdes produtoras, pois contém sais, microrganismos,
gases dissolvidos e materiais em suspensao, por isso deverd ser tratada para

disposicédo adequada no meio ambiente (THOMAS, 2004).

3.4.2. Recuperacédo secundaria do petrdleo e o desenvolvimento do souring

A recuperacdo secundaria do petréleo a partir da injecdo de agua é um método
tradicional e amplamente conhecido, onde a agua é injetada em um reservatoério de
Oleo para pressurizad-lo, aumentando a recuperacdo apdés a etapa inicial de
recuperacdo primaria (Figura 3.7). Dessa forma, a injecdo de &gua mantém a
pressao no reservatorio, de forma que desloque o 6leo existente no poco de injecdo
em direcdo aos pocos produtores. Assim, a recuperacao do 6leo chega a 15-30% do
Oleo original (FIORESE, 2004).
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Figura 3.5: Recuperacdo secundaria do petréleo
Fonte: USP (2011)
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A injecdo de agua € o principal método de recuperacdo secundéria adotado no
mundo, devido a sua viabilidade econémica de obtencédo. Esse método é uma das
formas de disposicdo mais eficazes, porque apresenta excelentes resultados no
deslocamento do 6leo mantendo a producdo de uma determinada zona (SILVA,
2000). Porém o processo de recuperacdo secundaria promove a reducdo da
salinidade e da temperatura da agua de formag&do no ponto de mistura com a injecao
da agua do mar, conseqguentemente, estimula o crescimento microbiano ao tornar as
condicbes do meio favoravel a sua proliferacdo (DUNSMORE; EVANS, 2005;
PENNA; OLIVEIRA; SILVA, 2003, FAUQUHAR, 1997).

Em geral, a agua do mar utilizada em processos de recuperacdo secundaria de
petréleo em campos offshore, contém MRS adaptados a um ambiente relativamente
superficial (temperaturas em torno de 20°C) e de pressdo moderada. Portanto, ao
ser injetada fria e desaerada, a agua do mar estabelece novas condi¢des na zona de
mistura com a agua de formacdo, reduzindo a temperatura, o pH (6,0-9,0), o
potencial redox (abaixo de —100mV) e aumentando a disponibilidade de sulfato e as

fontes de carbono devido a presenca de hidrocarbonetos, que possibilitam a
adaptacdo dos MRS a zona de mistura (PENNA; OLIVEIRA; SILVA, 2003).

O reuso da Agua Produzida (AP) é realizado geralmente em campos maritimos
devido a necessidade de disposicdo desta agua apds tratamento prévio em algum
local, contudo, esta agua também pode ser proveniente de aquiferos rasos, da
superficie ou mesmo ser produzida durante o processo de exploracdo e producao do
petréleo. Essa selecdo ocorre a partir das caracteristicas de sua composicao,
disponibilidade, formacdo e o custo necessario para a elevagdo e o tratamento da
agua, assim como as exigéncias legais para a sua disposicdo no meio ambiente. Em
campos terrestres torna-se viavel utilizar a agua produzida como reinjecao ao invés
da 4gua do mar, tendo em vista 0s custos econdmicos para a captacdo de grandes
volumes de agua doce e as restricdes ambientais para o descarte da agua produzida
(SEGUI, 2009).

O desenvolvimento da acidificagdo biogénica, também designada de souring,
representa um impacto consideravel na produgcdo do petroleo, visto que contribui

para o aumento da biocorrosao, reduz a qualidade dos hidrocarbonetos produzidos,
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afeta a produtividade dos pocos pela geracdo de incrustantes como FeS e
potencializa os riscos ambientais devido a toxicidade do sulfeto (TANG; BASKARAN;
NEMATI, 2009). A formacao do souring nas reservas petroliferas pelo crescimento
dos MRS € um dos fatores de maior interesse da industria do petroleo, em funcgéo
dos prejuizos causados pela deterioragdo microbiolégica de materiais metalicos em
funcdo da producdo excessiva de sulfeto de hidrogénio (H,S) nos fluidos de
producdo (EDEN et al., 1993).

Segundo Faughar (1997), a geracdo de sulfeto por acdo microbiana € a principal
responsavel pela formacéo de souring, como comprovam estudos realizados no Mar
do Norte, por isso os mecanismos abidticos de formacdo de souring sédo
desconsiderados com base nas seguintes afirmacfes: a quantidade de pirita &
minima na rocha do reservatério; a reducdo termoquimica do sulfato requer
temperaturas na faixa de 80°C a 120°C, mesmo na presenca de catalisadores.
Campos de petréleo do Mar do Norte, por exemplo, apresentam temperaturas
inferiores a essa faixa; a oxidagcédo termoquimica de compostos organicos de enxofre
ocorre a temperaturas superiores ou iguais a 80°C, sendo necessaria uma
quantidade minima para que ocorra a conversao a H,S; o0s niveis residuais de
bissulfito de amonia presentes no sistema nao sao capazes de contribuir

significativamente para a formacao de H,S.

A reutilizacdo da agua produzida como fluido injetor pode intensificar o souring em
funcdo do aumento da fonte de nutrientes que permitird o desenvolvimento de MRS,
além de reintroduzir microrganismos ja adaptados as condicfes do reservatério
(DINNING et al., 2005; SILVA, 2000). Agéncias como a EPA determinam valores
relacionados a exposicdo dos humanos e animais ao gas, pois a inalacéo de altas
concentracbes de H,S (superior a 2000 ppm ou 2780 mg/m3) pode ser fatal em
poucos segundos ou minutos (EPA, 2003). A NACE (National Association Corrosion)
estipula em 0,05 psi a pressdao parcial maxima de H,S em fluidos exportados
(KHATIB; SALANITRO, 1997).

As Bactérias Redutoras de Sulfato também possuem aspectos ambientais positivos,
tais como a utilizagdo de subprodutos metabdlicos e o seu proprio metabolismo para

o tratamento de aguas residuarias industriais (ALVAREZ et al., 2000) e na
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biorremediacdo de ambientes contaminados por compostos organicos toxicos
(CRAVO-LAUREAU et al., 2004).

3.4.3. Caracteristicas Fisico-Quimicas da agua produzida

Os ions cloretos, sodio, calcio, magnésio, amodnia e sulfeto sdo os componentes de
maior concentracdo na agua produzida, pois estao dissolvidos na agua, destacando-
se o sulfeto que pode ter origem biogénica durante o processo de producdo e a
presenca da amonia em funcdo das condi¢Bes geoldgicas da formacao produtora
(BRAGA, 2008).

A injecdo de sélidos (particulas) no reservatorio pode ter origem abiotica ou bidtica e
provocar a ocorréncia do plugueamento dos mesmos (PENNA et al., 2002). Os MRS
provocam a acidificacdo de petréleo e o aumento da carga de sélidos em sistemas
de injecdo de agua que ocasiona o entupimento dos pocos de injecado e permite a
proliferacédo de biofilmes (GANA et al., 2010).

A literatura apresenta valores de salinidade da &agua produzida com grandes
variacdes, desde valores baixos até a saturacdo; para a dureza esses valores estao
entre 0,02 g/L e 7g/L e pH entre 4,5-9,0 (SOUZA, 2007; POSTGATE, 1979). Os
microrganismos redutores de sulfato suportam altas variacbes de temperatura, seja
da 4gua produzida ou da agua de formacao. Por isso, encontram-se tanto espécies
psicréfilas (faixa de -10°C a 20°C), quanto hiperterméfilas (acima de 100°C). Em
relacdo a nutricdo, as fontes de carbono para o crescimento dos MRS constituem
componentes organicos, substituindo acidos graxos, como lactato, piruvato, fumarato
ou malato (POSTGATE, 1979).

Vale ressaltar que o conhecimento sobre a composicdo da agua produzida é
indispensavel para verificar a possibilidade de seu uso nos processos de reinjecao,
assim como prever 0s possiveis problemas decorrentes do desenvolvimento do
souring biogénico. Podem-se destacar os seguintes parametros de caracterizacao

da agua produzida (Tabela 3.1) a ser injetada nos reservatorios.
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Tabela 3.1: Parametros de caracterizacdo da dgua produzida

Parametros Unidades
pH -

Salinidade mg/L
Distribuic&o idnica dos sais dissolvidos mg/L
Teor de Oleo e Graxas mg/L
Teor de sdlidos suspensos mg/L

Distribuicdo dos tamanhos dos sdlidos suspensos -

Teor de oxigénio mg/L
Teor de gas sulfidrico mg/L
TOC (carbono organico total) mg/L
Nitrogénio, Fosforo mg/L
Bactérias redutoras de sulfato NMP/ml
Bactérias anaerdbicas totais NMP/mlI

Fonte: Curbelo (2002)

3.4.4. Processos de Tratamento da agua produzida

O sistema mais utilizado na indastria do petréleo para o tratamento da agua
produzida é realizado a partir de hidrociclones e consiste basicamente na separagao
gravitacional, sendo posteriormente a agua descartada no meio ambiente ou
reinjetada nos pocos. Processos fisicos e quimicos de tratamento da Agua
Produzida (AP) s&o utilizados para reduzir a concentragdo de 6leo na emulséo e os
sélidos em suspensdo que podem tamponar os reservatérios (THOMAS, 2004).
Apenas 30% do O6leo emulsionado consegue ser recuperado pelos métodos
convencionais devido a sua alta viscosidade, geologia da formacéo e alta tenséao
interfacial entre os fluidos do reservatorio. Devido a este fato, é fundamental
desenvolver métodos de recuperacdo mais avancados para atuar nos pontos onde o
primeiro processo nao atingiu as taxas de extracdo desejadas (PAULINO et al.,
2007). Alguns métodos avancados de recuperacdo estdo demonstrados na Tabela
3.2 abaixo:
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Tabela 3.2: Métodos avancados de recuperacdo de dgua produzida

Eficiéncia de Remocao

Método de Analise ; Autores
do dleo
Santos et al.
Eletroflotacéo >90%
(2007)
Reator “airlift” modificado, no pés- .
. 83.07% Leite et al. (2007)
tratamento por eletroflotagéo.
Tensoativos em sistemas Paulino et al.
. . 90.89%
microemulsionados (2007)
Campos, Nébrega
Reator biolégico do tipo “air lift” 85% e Sant'/Anna Jr.

Separacdo, borbulhamento e
coalescéncia —separacao primaria
Separacao primaria+hidrociclones
ou centrifugas

Técnicas Biologicas (Aerdbica,
Bioreator  anaerdbico,  Reator
enzimaético, Bioreator de
Membrana (MBR)

Técnicas de Oxidacao (Ozobnio,
Peréxido de hidrogénio, Electron

beam, Plasma

TOG de 40mg/L

TOG entre 15 e 30mg/L

(2001)

OGP (2002)

OGP (2002)

Costa, Amorim,
Machado (2006)

Costa, Amorim,
Machado (2006)

A principal importancia do tratamento da agua produzida estd na reducdo da

concentracéo de Oleo presente na emulséo para adequéa-la ao descarte, no controle

dos microrganismos promotores da biocorrosdo e na retirada de soélidos em

suspensao para evitar o tamponamento dos reservatorios e o atague COrrosivo aos

equipamentos (SEGUI, 2009).
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3.4.5. Destino da Agua Produzida

Os contaminantes presentes na agua produzida podem ocasionar diversos efeitos
sobre os sistemas aquaticos, por isso, 0 impacto ambiental da mesma pode ser
avaliado pela toxicidade e quantidade dos compostos organicos e inorganicos
presentes. Portanto, apds o descarte da agua produzida, alguns contaminantes irdo
se dissolver e outros permanecerdao em solucédo, ocasionando um impacto nocivo ao
meio ambiente. Vale ressaltar que a salinidade e o teor de 6leo sédo fatores
determinantes na escolha do tratamento e do local de descarte da 4gua produzida
(OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2000).

Os volumes de agua produzida que sao co-processados durante 0s processos de
producdo de petroleo reduzem ao longo do término da vida Util dos pocos. Esse
volume pode exceder até dez vezes o volume de 6leo produzido. Esse efluente
contém uma mistura complexa de materiais organicos e inorganicos, por isso precisa
ter um descarte controlado para ndo causar impactos ambientais (VIEIRA,
CAMMAROTA, CAMPORESE, 2003).

Em campos terrestres, a solugcdo mais viavel para a disposicdo da AP foi a reinjecao
em pocos, tanto para a recuperacdo secundaria ou descarte apos tratamento, desde
gue ndo provogue danos ambientais e ao reservatério. Em campos maritimos, a
solucdo adotada foi lancar a agua produzida apés reducao do TOG e atendimento a
legislacdo no mar (THOMAS, 2004).

A producdo onshore ndo apresenta restricbes de espaco, portanto, torna-se mais
viavel a implantacdo de mais estagios nas estacoes de tratamento da AP,
consequentemente, ha maior eficiéncia no tratamento do efluente. Por outro lado,
nas plataformas petroliferas, a complexidade logistica, a disponibilidade restrita de
espaco e o alto custo operacional, dificultam o gerenciamento da AP, por isso o
descarte no mar é frequentemente utilizado como método de disposi¢cdo (COSTA;
AMORIM; MACHADO, 2006). O descarte da agua produzida é preconizado pela
Resolugcdo do CONAMA n° 393, de 08/08/2007, que define parametros de
monitoramento para diversos compostos e uma concentracdo média mensal de

Oleos e graxas de até 29mg/L, com valor maximo diario de 42mg/L. Segundo Santos
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et al. (2007) para a reinjecdo em pocos de petréleo, a dgua devera ter no maximo
5mg/L de 6leos e graxas para evitar problemas ambientais.

3.5 Biocorrosdo em Dutos e Tanques de Petrdleo

A biocorroséo dos tanques de armazenamento de 6leo industriais geralmente ocorre
no fundo, com a populacdo microbiana associada a agua de sedimentacéo,
ocasionando perdas de producdo e sérios impactos ambientais no solo e na agua
subterranea. O carbono e o hidrogénio para o crescimento dos microrganismos sao
fornecidos pela abundancia do combustivel e o oxigénio pelas operacdes de
reabastecimento (VIDELA, 2003).

Os microrganismos podem causar a biocorrosdo nos sistemas de armazenamento
de combustivel pela sua entrada via ar, 4gua, ou biofime que é formado nas
paredes dos tanques se estes nao forem limpos adequadamente. Diversos fatores
possibilitam o desenvolvimento da corrosdo microbiologica em tanques de
armazenamento de combustiveis porque propiciam a formacao de lodos biolégicos.
Dentre eles, destacam-se as condi¢cdes adequadas de nutrientes e umidade, o pH, a
temperatura e o oxigénio dissolvido. Se forem estabelecidas essas condi¢des ideais,
0 crescimento microbiano ocorrerda em funcdo da capacidade de alguns
microrganismos utilizarem o carbono presente nos combustiveis para o seu
crescimento (BUCHER, 2009).

Um importante fator que contribui para o desenvolvimento de microrganismos
associados a biocorrosdo em dutos oleosos € a produgdo de biosurfactantes, pois
contribuem para a formacdo de biofilmes na interface oleo/agua dos tanques, em
funcdo da aderéncia dos microrganismos a superficie das grandes gotas de oleo.
Dessa forma, a producéo dos biosurfactantes na camada que reveste a gota,
promove a reducdo da tensao interfacial a fim de propiciar o crescimento dos
microrganismos e aumento da biodisponibilidade a substratos pouco soluveis pelo
transporte passivo ou ativo do composto apolar para o interior da célula (BUCHER,
2009).
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A 4agua é importante para o inicio do desenvolvimento microbiano, pois na
concentracdo de apenas 1% em um sistema de armazenamento € suficiente para
estimular o crescimento (GAYLARDE; BENTO; KELLEY, 1999). A presenca de
contaminantes dissolvidos em agua condensada em dutos pode resultar em taxas
de corrosdo maiores nas partes mais baixas das tubulagcbes onde a &agua
condensada flui por gravidade (CAVALCANTI et al., 2002). Segundo Videla (2003),
mesmo que parte da agua seja purgada periodicamente no fundo dos sistemas de
armazenagem, uma parte fica aderida na forma de goticulas ou microdepdsitos de

umidade, nos sulcos e irregularidades das paredes metalicas.

A presenca dos microrganismos redutores de sulfato em dutos requer um processo
de limpeza eficiente para reduzir a corrosédo ao longo de toda a sua extensdo. Torres
e Franca (2002) afirmam que a utilizacdo de processos de passagem de pig para a
remocao de biofilmes mostrou-se parcialmente eficiente, pois € imprescindivel a
determinacdo de condicGes de aplicacado deste processo para reduzir a populacdo
microbiana, a fim de inviabilizar o desenvolvimento de espécies anaerdbias estritas,
como as bactérias redutoras de sulfato que constituem o principal grupo microbiano
envolvido no processo de CIM e manter a existéncia de um filme capaz de proteger

a superficie metalica da acdo corrosiva do meio.

Amostragens de fluidos produzidos na industria do petréleo foram realizadas por
pesquisadores (Tabela 3.4) que obtiveram contagens de MRS via método de NMP
pela técnica tradicional de tubos multiplos (ALMEIDA; SERVULO; FRANCA, 2002;
BENKA-COKER et al., 1995; VIEIRA; CAMMAROTA; CAMPORESE, 2003; PENNA,
2003; SOUZA, 2009). Vale ressaltar os estudos de Benka-Coker et al. (1995) que
demonstraram existir abundancia desses microrganismos em todas as amostras

coletadas em campos de petrdleo em um periodo de seis meses.
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Tabela 3.3: Quantitativo de MRS em diferentes ambientes analisados pela
técnica de NUumero Mais Provéavel (NMP)

Ambiente (Local) VELEITEE Autores
(MRS/mL)
Torres de Resfriamento 10 a 10* Sungur e Cotuk (2004)

Campos de petréleo offshore  10%, 10*e 10’ Souza, Cammarota, Sérvulo (2010)
Campos  petroliferos  na

o 10 a 10° Benka-Coker et al. (1995)
Nigéria
Campos  Petroliferos  no ) 3 _
] 10°a 10 Davidova et al. (2001)
Canada
Oleo cru do Terminal Barra 5
10 Mota (2009)
do Furado
Tanques de armazenamento 4 5
] ] 10" e 10 Sant’anna (2009)
de agua/dleo
Tanques de Oleo (Canadd) 10! a 103 Eckford e Fedorak (2002)
Agua produzida de ]
10 Goncalves, Rocha, Cardoso (2009).

Carmoépolis/SE.

3.6 Deteccao e Monitoramento da Biocorrosao

As principais metodologias de deteccdo e quantificacdo de microrganismos
causadores da CIM incluem métodos de cultura. Atualmente, os métodos
moleculares tém sido bastante difundidos para a identificacdo destes
microrganismos, contudo, S&0 mais onerosos e requer maior especializacdo dos
executantes das analises. A escolha do método analitico € essencial para o0 sucesso
de um programa de monitoramento da biocorrosdo porque interfere diretamente no
custo e tempo de processamento da analise, consequentemente, influenciara na

aplicacado mais rapida das formas de controle da CIM.

O conceito de Numero Mais Provavel (NMP) é bastante antigo, foi adotado a partir
dos estudos de MacCrady em 1915, por isso vem sendo discutida por varios

pesquisadores, que visam melhorar o método de diluicdo. Este método estima a
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densidade de organismos em meio liquido, sem contagem direta, pois a amostra
liguida é incubada em meio de cultura para verificar o crescimento dos
microorganismos de forma visual por meio da mudanca na coloracdo do meio
(COCHRAN, 1950). No método de cultura, a formacado do precipitado escuro de
sulfeto de ferro é usada na deteccao da presenca de MRS (JAIN, 1995).

A estimativa da densidade microbiana é feita pela aplicacdo da teoria da
probabilidade, utilizando certos pressupostos. Ha duas suposi¢cdes principais na
teoria do NMP propostas por Cohran (1950): a primeira € que 0S organismos sao
distribuidos randomicamente em todo o liquido. Isto significa que um organismo
possui a mesma probabilidade de ser encontrado em qualquer parte do liquido, e
gue nao ha tendéncia de agrupamento ou repulsdo entre os organismos. A segunda
suposicdo é que cada amostra do liquido, quando incubada no meio de cultura,
exibir4 qualquer indicio de crescimento sempre que a amostra contiver um ou mais
organismos. Se o meio de cultura € pobre nutricionalmente e existem fatores que
inibem o crescimento ou se a presenca de mais de um organismo é necessaria para
iniciar o crescimento, 0 namero mais provavel encontrado terd subestimado a

densidade real de organismos presentes na amostra.

A aplicacao pratica das técnicas de cultura para enumerar os MRS na indastria do
petréleo € constituida pela diluicio em série a partir do Namero Mais Provavel
(NMP), que requer dispéndio de tempo consideravel em fungcdo do meio anaerdbio
utilizado principalmente no que concerne a incubacdo dos meios (LIMA, 2006).
Neste enfoque, o desenvolvimento de novos métodos simplificados que sejam
menos onerosos e oferecam eficiéncia e seguranga na distincdo de microrganismos
constitui importante ferramenta na deteccao dos microrganismos (YAMAOKA-YANO;
VALARINI, 1998). Por isso, atualmente os métodos de cultura utilizando microplacas
de 96 pocos tém sido pesquisados a fim de quantificar os microrganismos de forma
mais rapida que os meétodos tradicionais e reduzir o espaco fisico requerido para as

analises (LIMA, 2006).

Vester e Ingvorsen (1998) realizaram um aperfeicoamento do método do NMP para

a enumeragdo seletiva de MRS pelo uso do meio natural e sulfato radiomarcado
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(**S04*), onde o meio de cultivo natural consiste de lodo ou lama de sedimento
anaerobio esterilizados, obtidos dos locais de amostragem. As densidades de MRS
em amostras de sedimento do Fjord Kysing na Dinamarca e de lodo ativado foram
determinadas através do método de NMP tradicional, com meio de cultivo sintético, e
método de NMP com sulfato radiomarcado e meio natural. O procedimento resultou
no melhoramento significativo da estimativa do numero de MRS nas amostras

analisadas.

O método de microdiluicdo foi primeiramente desenvolvido por Fung e Kraft (1968)
para miniaturizar o processo de contagem de células viaveis. O método de placa de
agar convencional tem sido usado por pesquisadores em muitas areas da
microbiologia para avaliar densidades de bactérias viaveis. A comparacdo dos
resultados de dois métodos para enumeracgao bacteriana demonstrou que o método
de microplaca foi comparavel estatisticamente em exatidao e precisdo ao método de
placa agar convencional. No método de microplaca, varias amostras foram
analisadas simultaneamente, obtendo-se os resultados em menor tempo (leitura de
12h as 15h), sendo um método eficiente também na economia de espaco e
materiais. Além disso, este método foi desenvolvido para analisar um grande nimero

de amostras.

Townsend e Naqui (1998), afirmam que as microplacas podem quantificar
concentracdes bacterianas totais em alimentos com resultados mais precisos que a
técnica convencional da metodologia de NMP com tubos mudltiplos, em fun¢cédo do
grande numero de cavidades disponiveis nas microplacas. Portanto, pode gerar

valores superiores a metodologia tradicional que refletem com mais acuracia a

quantidade de NMP de MRS nas amostras analisadas.

E fundamental conhecer a composi¢édo quimica da agua produzida e a coleta das
amostras precisa ser realizada previamente a qualquer tratamento de limpeza para
gue ndo sejam removidos os produtos de corrosdo (VIDELA, 2003). O foco do
monitoramento de MRS esta na populacdo séssil, utilizado na identificacdo da CIM
como um fator de analise de deficiéncia ou instituido como um processo rotineiro em
sistemas susceptiveis a biocorrosdo, assim como para a avaliacdo do custo efetivo

de varias estratégias de controle e gerenciamento (JACK, 2002).
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Um sistema de monitoramento deve possuir condi¢des ideais para a confiabilidade
dos métodos aplicados, portanto, requer simplicidade, facilidade na interpretacéo
dos dados, compatibilidade com a estrutura onde serd instalado, preciséo,
sensibilidade e deve ser economicamente viavel e de baixo custo de instalacao,
manutencao e reparo (VIDELA, 2003). Dessa forma, podem ser realizadas andlises
fisico-quimicas de varios parametros que influenciam diretamente o processo
corrosivo e o metabolismo dos microrganismos (GALVAO, 2008) e anélises
microbiolégicas para avaliar a populacdo microbiana planctdénica e séssil, pois
indicam os niveis de agressdo ao metal a partir de amostragens dos depdsitos ou da
fase aquosa (VIDELA, 2003).

3.7 Métodos de Prevencéo e Controle da CIM

A prevencao e o tratamento proveniente da geracédo de H,S pelo metabolismo dos
MRS requerem bons métodos de identificacdo com o intuito de assegurar a deteccéo
e aumentar o conhecimento sobre a compreensdo da atividade dessas bactérias
(GAYLARDE; COOK, 1990).

O tratamento da agua produzida com biocidas é amplamente utilizado para combater
os efeitos dos MRS nos sistemas industriais. Segundo Hamilton (1985), a maior
eficiéncia dos biocidas estd no combate das populacdes microbianas plancténicas,
porque o biofilme fornece uma protecao as espécies sésseis, dificultando a acao dos
biocidas. Para Sousa (2009) o emprego de nitrato tem sido utilizado para estimular o
desenvolvimento de bactérias redutoras de nitrato e inibir a acdo dos MRS, porém
esta tecnologia ainda € incipiente e o processo de aplicacdo do nitrato pode gerar
subprodutos ou metabdlitos produzidos pelos microrganismos atuantes, assim como
seus efeitos a longo prazo. Portanto, se houver um consoércio microbiano no
reservatorio com os MRS que sdo capazes de utilizar nitrato como aceptor final de
elétrons, esta populagédo continuara crescendo. Caso haja supressao da injecdo de
nitrato no reservatério, havera um aumento consideravel da producdo de gas

sulfidrico.
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Adicionalmente, em funcdo dos problemas de acidificacdo dos reservatorios €

necessario desenvolver alguns mecanismos de controle e prevencdo do souring

(Tabela 3.3), dentre os quais podemos destacar:

Tabela 3.4: Mecanismos de Controle e Prevencao do Souring

Mecanismo de Controle

Autor Viabilidade

Limpeza quimica (biocidas)

Controle dos niveis de oxigénio
no fluido injetor

Exclusédo Biocompetitiva (uso
do nitrato)

Limpeza mecanica (pigging,
escovacao)

Remocéo de sulfato da 4gua do
mar

Inibidores de corroséo
Esterilizacdo da agua do mar
com radiacédo ultravioleta (UV)
Emprego de agentes
bioestéaticos

Floculantes e coagulantes para

tratamento da agua

Larsen, Sanders e Talbot (2004)  Baixo custo
Gardner, Stewart (2002)

Jordan e Walsh (2004) Baixo custo
Sousa (2009) Baixo custo
Segqui (2009)

Galvéo (2008) Alto custo
operacional

Jordan e Walsh (2004) Alto custo
Gentil (2003) Carater toxico

Labas, Martin, Cassano (2005) Alto custo

Larsen, Sanders e Talbot (2004) Alto custo

Braga (2008) -

Cabe ressaltar que o tratamento ou a prevencédo dos danos causados pelo souring

biogénico requer um trabalho de deteccdo eficiente a fim de aperfeicoar o

conhecimento basico e a compreensdo do metabolismo dos MRS nos ambientes

diversificados em que as mesmas sao encontradas (GAYLARDE; COOK, 1990).
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4. METODOLOGIA

Esta pesquisa foi desenvolvida em trés etapas metodologicas: Etapa 1 — Escolha
dos locais com potencial ou ndo de biocorrosdo; Etapa 2 — Caracterizacéo
Microbioldgica; Etapa 3 — Verificacdo da influéncia das variaveis fisico-quimicas no

crescimento microbiano.

4.1 Escolha dos locais com Potencial de Biocorrosao

Inicialmente foi realizada analise microbiologica e fisico-quimica de doze pontos de
amostragem em diferentes dutos e tanques, no periodo de dezembro de 2010 a
marco de 2011. A partir destes resultados preliminares, foram escolhidos oito locais
derivados dos ambientes pré-selecionados com e sem potencial para o
desenvolvimento da biocorrosao a fim de verificar a possibilidade de substituicao do
método tradicional pelo método de microplacas para resultados negativos e positivos
de quantificacdo dos microrganismos. As coletas das amostras para a
caracterizacdo microbiolégica foram realizadas com a periodicidade mensal entre

maio e outubro de 2011.

4.1.1. Area de Estudo

As andlises experimentais foram desenvolvidas no LABSAN - Laboratério de
Saneamento, localizado no Centro Tecnoldgico da Universidade Federal do Espirito
Santo, no periodo de dezembro de 2010 a dezembro de 2011. A &rea de estudo
localiza-se em Linhares no ES (Espirito Santo) nhuma unidade de tratamento de gas
natural (T1), com avaliacdo do duto “A” (aqueduto) conforme Figura 4.1 e duto “B”
(gasoduto) (Figura 4.2) e nas unidades de tratamento de 6leo (T2 e T3) que séo
interligadas pelo duto “C” (oleoduto) (Figura 4.3), sendo que em T3 esta 0 processo
de tratamento de agua produzida (T4). A unidade de tratamento de 6leo (T5) recebe

o duto A e contém o sistema de tratamento de agua produzida (T6).

O duto “B” refere-se a um gasoduto que transporta gas natural ndo-tratado
proveniente de uma plataforma constituida de 9 poc¢os de gas em campos do Norte

do Espirito Santo. O gasoduto possui extensao de 56,20 km, didmetro de 18, opera
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com pressédo de aproximadamente 70 kgf/cm?. O duto “A” transporta agua oleosa
proveniente do LGN (Liquido de G&s Natural) da plataforma maritima e da drenagem
de toda unidade de tratamento, com extensdo de 19,52 km, didmetro de 6” e
operando com pressdo de aproximadamente 10 kgf/cm? (PETROBRAS, 2008). O
duto “C” (oleoduto) escoa dleo tratado da unidade de tratamento de 6leo T2 para a
unidade de tratamento de 6leo T3, onde se junta a producdo deste campo em outro
duto que segue para armazenamento. O duto C tem 6,49 Km de extensao, diametro

de 4” e opera com pressao de aproximadamente 10 kgf/cm? (PETROBRAS, 2011).

Figura 4.1 - Duto “A” Figura 4.2 - Duto “B” Figura 4.3 - Duto “C”

Nas unidades de 6leo o sistema de tratamento de agua produzida é constituido por
um flotador que separa a emulséo agua-o6leo gravitacionalmente, tanque pulméao que
armazena temporariamente a dgua e bombas de succdo da agua para reinjecdo em
pocos de descarte. Na suc¢cdo das bombas da unidade de tratamento T6 tem um
pequeno filtro cartucho para separar material grosseiro antes da reinjecdo em pocos
de descarte. Esse filtro é a principal diferenca entre essa unidade e a unidade de
tratamento T4, que é dotada de filtros de leito misto apds o tanque pulmdo com a
finalidade de retirar os solidos suspensos antes da injecdo nos pocos de producéo e
de descarte. As unidades de tratamento de 6leo e gas com a localizacao fisica dos

pontos de amostra no processo de producao encontram-se nas Figuras 4.4 e 4.5.
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0s respectivos pontos de amostragem

A localizagdo dos pontos de amostragem nas unidades de tratamento de petroleo e

gas com seus fluidos correspondentes podem ser observados no Quadro 4.1.
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Quadro 4.1: Localizagcao dos pontos de amostragem em suas unidades de

producédo de petroleo e gas

Localizacao Fluidos e
Fisica das ) Pontos de Amostragem Residuos
) Equipamentos
Unidades ) Localizaga
M Localizacéo J o
Unidade de Duto A - P1 Succéo da p2 Dreno da | Agua Oleosa
tratamento de Aqueduto (Figura | bomba de agua | (Figura | Camara de bruta
gas (T1) até 4.8) emT1 4.9) pig em T5
Unidade de 6leo
(T5)
Plataforma até Duto B - P3 Separador de P4 Drenagem | Agua Oleosa
Unidade de Gasoduto (Figura producédo da (Figura | de agua do bruta
tratamento de 4.6) Plataforma 4.7) separador
gas (T1) trifasico em
Tl
Unidade de 6leo Duto C - P5 Tanquede Oleo | P6e | Camarade | P5-Agua
(T2) até unidade Oleoduto (Figura em T2 P7 pig Produzida
de 6leo (T3) 4.10) (Figura em T3 P6 —
4.11) Residuo
sélido preto
P7-Oleo
tratado
Unidade de 6leo | Saida do Filtro P8 (Figura 4.13) AP tratada
(TS) em T6
Unidade de 6leo | Saida do Filtro P9 (Figura 4.12) AP tratada

(T3)

misto em T4

Legenda: AP — Agua Produzida, M — Montante, J — Jusante

4.1.2. Amostragem e Condicionamento

No Quadro 4.2 visualiza-se a data de realizacdo das coletas nos diferentes pontos

de amostragem para a caracterizacdo microbiolégica conforme a localizacao fisica

das unidades de tratamento, pois os pontos P1l, P2, P4 e P8 encontram-se na

unidade de tratamento de gas (T1) e unidade de tratamento de 6leo (T6); o ponto P3

na plataforma maritima e os pontos P5, P6, P7 e P9 nas unidades de tratamento de
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Oleo T2 e T3. Nos pontos P2, P4, P8 e P9 também foi coletada dgua produzida para

a caracterizagéo fisico-quimica.

Quadro 4.2: Datas das coletas

Pontos de Ponto de Pontos de
Coleta patas Coleta patas Coleta patas

13/05/2011 20/05/2011 26/05/2011
25/06/2011 21/06/2011 18/06/2011
P1, P2, P4, 20/07/2011 22/07/2011 PS5, P6, P7, 05/07/2011
P8 25/08/2011 P 27/08/2011 P9 15/08/2011
16/09/2011 30/09/2011 20/09/2011
18/10/2011 17/10/2011 20/10/2011

nas figuras 4.6 4 4.13.

Figura 4.10: Montante do Duto C

A localizacao fisica dos pontos de amostragem nas estacfes pode ser visualizada

Figura 4.11: Jusante do Duto C (residuo)
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Figura 4.12: Saida de &gua em T4 Figura 4.13: Saida de 4gua em T6

As coletas de 4gua produzida para a caracterizacao fisico-quimica foram realizadas
em frascos de polietileno e frascos de vidro, conforme a necessidade para cada tipo
de andlise e armazenadas em caixas de isopor contendo gelo para preservacdo das
mesmas no deslocamento até o laboratério de andlises. As Figuras 4.14 a 4.19
ilustram todo o procedimento de coleta e analise para os parametros Oxigénio
Dissolvido (OD) e ferro solavel realizadas em campo, assim como a coleta e
preservacao para analise do sulfeto posteriormente no laboratério. Nao foi possivel
realizar a analise de OD e DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) no ponto P4
devido a alta toxicidade da amostra que interferiu na verificacdo da cor para OD e na
leitura da DBO, pois mesmo com altas diluicdes da amostra (1:1000) nao foi possivel

detectar a leitura pelos métodos tradicionais.

Figura 4.15: Analise de OD
o ‘,,.

Figura 4.16: Coleta para analise de Figura 4.17: Preservacdo da amostra de

sulfeto sulfeto
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Figura 4.18: Coleta para analise de ferro Figura 4.19: Analise de ferro

As coletas de amostras de 6leo (Figura 4.20) e agua (Figura 4.21) em dutos e
tanques para analise microbiol6gica foram realizadas com auxilio de uma seringa
estéril, inoculando-se quantidades de 5 mL das amostras liquidas (agua produzida e
0leo) em frascos do tipo penicilina de 50mL, contendo 45 mL de solucdo redutora
para preservacédo (Lima, 2006; Segui, 2009) em funcdo do tempo requerido entre a
amostragem (regido de Linhares) e a realizagdo da andlise no laboratério da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) em Vitoria. Todas as amostras foram
inoculadas no prazo maximo de 24 horas. A coleta da amostra solida (residuo) foi
realizada ap0s a passagem de pig no oleoduto com uma espatula estéril (Figura
4.22), abrindo-se os frascos contendo a solucdo redutora para inserir o residuo,
selando-os em seguida com tampas de borracha e lacre, para manter o ambiente

redutor até a realizacdo do procedimento de diluicdo no laboratério.

Figura 4.20: Coleta de 6leo Figura 4.21: Inoculagcdo Figura 4.22: Inoculagéo

de amostra liquida de residuos

4.2. Caracterizagao Microbioldgica

4.2.1 Meios de Cultivo e Solucéo de Diluicdo para MRS e BANHT

O crescimento e a quantificacdo dos MRS foram realizados em meio Postgate B
modificado (MCKENZIE; HAMILTON, 1992), cuja composicdo € apresentada na
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Tabela 4.1. A outra modificagdo do meio se deu pela substituicdo do &cido
tioglicélico da composicao original pela adicdo de 0,1 mL de uma solugédo 12,4 g/L
de tioglicolato de sédio (agente redutor), em cada frasco da série de diluicdo. Este
agente redutor juntamente com a presenca do acido ascoérbico permite alcancar o
potencial redox abaixo de —100 mV, condicdo necesséria para o crescimento dos
Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) (NEVIUS et al.,, 2004). Segundo
Postgate (1979), este meio é empregado para fins de diagnostico e manutencao de
culturas e o crescimento é indicado pela alteracdo da cor de rdoseo para o
enegrecimento com o sulfeto de ferro (FeS) decorrente da reducdo do sulfato a
sulfeto.

Tabela 4.1: Composi¢cdo do Meio Postgate B Modificado para MRS

Componentes Concentragao (g/L; mL/L)

NH,CI 1,09
KH,PO, 0,59
MgSQO,.7H,0 209
NaSO4 109
FeS0,4.7H,0 0549
CaCl,.6H,0 01g
Acido Ascorbico 0,19
Extrato de levedura 109
Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL
Lactato de sodio (50%, p/v) 7,0 mL
NacCl variavel
pH final 7,6 +/-0.2

Fonte: Mckenzie e Hamilton (1992)

A composicdo do meio para deteccdo e quantificacdo de Bactérias Anaerdbias
Heterotroficas Totais (BANHT) pode ser verificada na Tabela 4.2, conforme definido
por Sant'anna (2009), em que a verificagdo do crescimento das bactérias é dada
pela mudanca de cor (rosa para incolor) com a turvacdo do meio de cultura. Além
desses componentes, acrescentou-se 0,1 mL de uma solucdo 12,4 g/L de tioglicolato

de sbdio (agente redutor), em cada frasco da série de diluicao.
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Tabela 4.2: Composicéo do Meio para BANHT

Componentes Concentracgao (g/L; mL/L)
Glicose 5009
Peptona universal 4049

Extrato de levedura 109
Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL

NacCl variavel

pH final 7,6 +/-0.2

Fonte: Sant'anna (2009)

A composicado da solucao redutora utilizada nas diluicbes dos meios para MRS e
BANHT pode ser visualizada na Tabela 4.3. A Solugdo Redutora possui a funcao de
diluir a amostra e preserva-la por certo periodo de tempo, normalmente 24 horas, até

gue se realize a analise.

Tabela 4.3: Composicéo da solucéo redutora

Componentes Concentracao (g/L; mL/L)
Tioglicolato de sédio 0,124 g

Acido Ascorbico 0,1g
Resazurina (0,025%, m/v) 4,0 mL

NaCl variavel

pH final 7,6 +/-0.2

Fonte: Sant’anna (2009)

Realizou-se todo o preparo dos meios de cultivo para MRS e BANHT e da solugéo

redutora sob condigBes de anaerobiose com purga constante do meio. Apos 15 min.

de purga, o pH do meio foi ajustado a 7,6 + 0,2 com a adicdo de NaOH e distribuido

em frascos do tipo penicilina. A distribuicAo do meio nos frascos de penicilina foi
realizada sob purga de nitrogénio utilizando uma agulha de metal para purgar o ar
com oxigénio localizado no headspace do frasco de penicilina (MILLER; WOLIN,
1974), inserindo também gas de nitrogénio no meio de cultivo (FEIO et al., 1998).
Em seguida, os frascos foram vedados com tampas de borracha e lacrados com

selos de aluminio. Em seguida, os meios foram esterilizados a 121°C (1,1 atm) por
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15 minutos. Apos esterilizagdo, os frascos foram acondicionados em local escuro e

temperatura ambiente.

Foi necessario acrescentar 87 g/L de NaCl na agua do mar sintética (dgua do mar
produzida em laboratério) que continha 35 g/L de NaCl para que fosse possivel obter
uma meédia de 120 g/L de NaCl, referente a salinidade encontrada nos pontos de
amostragem dos tanques de agua produzida, visto que se tratava possivelmente de
um consorcio halofilico. Nao foi preciso realizar o ajuste de salinidade para os outros

pontos de amostragem que apresentaram salinidade baixa (<8 g/L de NacCl).

Previamente a realizacdo das analises microbiologicas e apds o resfriamento do
meio de cultura foi adicionado 0,1mL de tioglicolato de sédio (12,4 g/L) em todos os
frascos de 10mL que continham meio de cultura para MRS e BANHT. Além disso, 0s
frascos de solucao redutora para as amostras de 6leo e residuo receberam a injecao
de 0,1mL de Tween, com o intuito de reduzir a tensdo superficial entre o 6leo e a
agua constituinte da amostra. Ainda, foi acrescentado 0,1mL de cicloheximida nos 6
frascos de diluicdo de 10mL contendo meio de cultura para BANHT para realizar a
andlise com microplacas a fim de evitar o crescimento de fungos nas mesmas.
Devido ao meio de cultura de BANHT né&o ser seletivo, tal como o meio para MRS,
realizou-se um controle negativo para a analise com o método de microplacas de 96

pocos a fim de evitar erros na leitura do resultado.

4.2.2 Enumeracdo do NMP de MRS/mL e NMP de BANHT/mL pelo Método
tradicional (COCHRAN, 1950) e Método de microplacas de 96 pogos

Para a quantificacdo dos MRS pelo método tradicional foram realizadas diluices
seriadas (10" a 10°) a partir de 5 mL de amostra de agua ou 6leo em frascos
contendo 45 mL de solucdo salina redutora. Aliquotas de 1 mL do frasco de 45mL
foram inoculadas com auxilio de seringa estéril em frascos de 10 mL de capacidade,
contendo 9 mL do meio Postgate B modificado através da técnica do numero mais
provavel (NMP) triplicata para cada diluicio (COCHRAN, 1950). O NMP/ 100mL de
MRS foi determinado a partir da inoculacdo em 3 tubos com 10, 1, 0,1 mL de
amostra (FDA, 2010) (Anexo ). Condi¢cbes assépticas foram mantidas ao longo do

experimento, tendo em vista a realizacdo da analise em camara de fluxo laminar. A
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determinacdo do crescimento celular foi feita apdés o periodo de incubacéo relativo

ao 28° dia e a temperatura de 32 + 2°C. O crescimento de MRS pode ser visualizado

pelo enegrecimento do meio de cultura (Figura 4.23) e o de BANHT pela turvacao do
meio (Figura 4.24).

Figura 4.23: Crescimento de MRS pelo Figura 4.24: Crescimento de BANHT
meétodo tradicional pelo método tradicional

A quantificacdo dos microrganismos por meio do método de microplacas proposto
por Lima (2006) iniciou-se com a insercdo de 5 mL de amostra no frasco tipo
penicilina (capacidade de 50mL), contendo 45mL de solug&o redutora, realizada em
campo. Esse procedimento refere-se a primeira diluicdo, pois em seguida foram
realizadas diluicdes sucessivas nas microplacas até atingir a 62 diluigéo, realizado na
camara de fluxo laminar. Apds a inoculagcdo, as microplacas foram incubadas em

jarras de anaerobiose mantendo-se o ambiente anaerébio a partir da reacdo de

Becher, conforme orientacdo do fabricante, sendo finalmente levadas a estufa a 32 +

2°C. A determinacdo do crescimento celular foi feita no periodo de incubacéo
referente ao 7°, 14°, 21° e 28° dia. Assim, 0s pocos contendo precipitacao de sulfeto
de ferro com desenvolvimento de cor escura sdo considerados positivos para a
contagem de MRS (Figura 4.25) e os po¢os com a coloragdo turva do meio de
cultura foram considerados positivos para BANHT (Figura 4.26). As analises em
microplacas foram realizadas em duplicatas, sendo o valor para comparacdo dos
métodos a média geométrica dos mesmos (von SPERLING, 2001).

A contagem de BANHT utilizando o método de microplacas possui carater inovador,
pois ndao ha dados na literatura cientifica sobre o crescimento desses

microrganismos em microplacas.
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Figura 4.25: Crescimento de MRS pelo Figura 4.26: Crescimento de BANHT
método de microplacas de 96 pocos pelo método de microplacas de 96

pocos

Foi gerada uma tabela de NMP por mL (Tabela 4.4) a partir da utilizagcdo das

microplacas, baseado na equacao 4.1 (COCHRAN, 1950):

NMP = (-2,305/v)*log(s/n), (Equacéo 4.1)
onde:
n = Numero total de pogos; v = volume de cada amostra; s = numero de amostras

sem organismos (total de po¢os — po¢os positivos); log = logaritmo na base 10.

Tabela 4.4: Tabela de NMP/mL usando 16 pocos por diluicdo

s (pogos) Pocos Positivos NMP
16 0 0,00
15 1 21,52
14 2 44,52
13 3 69,23
12 4 95,91
11 5 124,92
10 6 156,70

9 7 191,82
8 8 231,09
7 9 275,61
6 10 327,00
5 11 387,79
4 12 462,18
3 13 558,09
2 14 693,27
1 15 924,36
0 16 >924,36

O método de contagem dos MRS e das BANHT em microplacas de 96 pogos ap0s o
periodo de incubagcdo considera a ultima diluicdo que possui todos 0S pocos

positivos ou que possuem um ndumero superior a oito po¢os com resultados positivo.
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O resultado final serd a multiplicacdo do valor correspondente aos pogos positivos
na Tabela 4.5 pelo fator de diluicdo correspondente.

4.2.3 Comparacdo do Método tradicional (COCHRAN, 1950) e Método de
microplacas de 96 pocos para MRS e BANHT

A comparacdo entre ambos os meétodos foi realizada a partir de graficos Box-Plot

gerados no programa Microsoft Excel Verséo 7.

4.2 .4 Anéalises Estatisticas

Para as analises microbioldgicas foram realizadas amostragens com seis repeticées
em cada ponto para avaliar o crescimento microbiologico de MRS e BANHT pelo
método tradicional e método de microplacas de 96 pocos, tendo em vista ser um
namero consideravel estatisticamente (ZAR, 1996) além da reducédo de custos com
as andlises. Inicialmente, realizou-se a andlise estatistica descritiva com os dados
brutos para todos os pontos de amostragem, considerando a analise pelo método

tradicional e método de microplacas de 96 poc¢os para MRS e BANHT.

O programa estatistico utilizado para a aplicacao dos testes estatisticos foi o BioStat
4.0. Aplicou-se o Teste de Kolmogorov-Smirnov para verificar se os dados brutos
obtidos por ambos os métodos seguiam a distribuicdo Gaussiana Normal. Contudo,
foi verificado que os dados possuiam uma distribuicdo assimétrica, por isso os dados
brutos foram transformados, em logaritmo de base 10 (log de NMP de MRS/mL + 2)
(OLIVEIRA, 2005), para a comparagao dos resultados e avaliacdo das diferentes

metodologias de quantificacdo de microrganismos.

Apos nova aplicagéo do teste de Kolmogorov-Smirnov com os dados logaritmizados
observou-se a distribuicdo normal (p=ns) em todos os pontos de amostragem,
porém, optou-se pela aplicacdo de testes ndo paramétricos em funcéo da falta de
homogeneizagcdo dos resultados e pela amostra ser pequena (n=6 repeticdes) para
cada método, que reduz o poder de teste dos testes de hipdtese paramétricos,
entdo, os testes ndo paramétricos irdo garantir resultados mais fidedignos da
realidade. Vale ressaltar que os testes estatisticos foram aplicados para todos os
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pontos de amostragem, exceto para P3 e P4, porque ndo houve desvios e nem
variagao dos dados.

Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Friedman para as comparacdes globais, ou
seja, os resultados do método tradicional em 28 dias com os resultados do método
de microplacas de 96 pogos em 7, 14, 21 e 28 dias, porque as amostras estao
relacionadas ja que a primeira diluicdo € feita no mesmo frasco de amostragem para
ambos o0s métodos. Além disso, o teste de Wilcoxon foi empregado para
comparacgdes duas a duas. Para verificar a semelhdncia entre os dois métodos
(tradicional e microplacas de 96 pocos) aplicou-se a correlacdo de Spearman e
foram construidos graficos Box-Plot com auxilio do programa Microsoft Excel Versao
7.

4.3 Verificagdo da Influéncia das Variaveis Fisico-Quimicas no Crescimento
Microbiano dos MRS e BANHT

4.3.1 Caracterizagéo Fisico-Quimica

A caracterizacao fisico-quimica da agua produzida foi realizada apenas nos pontos
P2 e P4 por estarem localizados a jusante dos dutos e representar toda a sua
extensdo, e nos pontos P8 e P9 gue estdo no final do processo de tratamento da
agua produzida e a montante do sistema de reinjecdo da agua produzida nos
reservatorios. As amostras foram coletadas com a mesma periodicidade das
analises microbioldgicas, por isso, realizaram-se seis campanhas entre maio e
dezembro de 2011 para cada ponto de amostragem de agua produzida (P2, P4, P5

e P9) e cada parametro foi analisado em duplicata.

Os parametros fisico-quimicos analisados foram: pH, turbidez, condutividade,
dureza, alcalinidade, salinidade, DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), DQO
(Demanda Quimica de Oxigénio), sulfatos e sulfetos, SST, SSV, ST e STV, Oleos e
graxas, nitrogénio amoniacal de acordo com as metodologias descritas no Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2005), exceto para o
parametro temperatura (medicdo direta), oxigénio dissolvido utilizando o kit
CHEMets (CHEMETRICS, 2011) e o ferro soluvel pelo kit Merck (MERCK, 2011). A
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Tabela 4.5 exibe a forma de preservacdo e os métodos analiticos utilizados para

cada parametro fisico-quimico.

Tabela 4.5: Parametros Fisico-Quimicos para analise da agua produzida

Local Parametros Preservacao Método Analitico

o Instrumento Transmissor de Temperatura (TIT) in

Temperatura ("C) A
loco
S Oxigénio dissolvido A Rhodazine D - comparacéo visual (Kit Chemets
§ (ppb) K7599) (CHEMETRICS, 2011)
i Colorimétrico - comparagéo visual (Kit Merck

Ferro soluvel (mg/L) A

114759) (MERCK, 2011)

Laboratério

pH

Potenciométrico (APHA, 2005)

Condutividade (uS/cm)

Condutivimétrico (APHA, 2005)

Turbidez (UNT)

Nefelométrico (Turbidimetro) (APHA, 2005)

Gravimétrico - filtracao (0.45um poro) - secagem a

SST(mg/L) B
105°C (APHA, 2005)
ST(mg/L) B Gravimétrico - secagem a 105°C (APHA, 2005)

SSV(mglL) B Gravimétrico - filtracao (0.45um poro) - igni¢céo 500-

550°C (APHA, 2005)

STV (mg/L) B Gravimétrico - ignicdo 500-550°C (APHA, 2005)
DBOs (mg/L) B Manomeétrico (Oxitop) (APHA, 2005)

DQO (mg/L) C Colorimétrico (5220-D) (APHA, 2005)
Sulfato (mg/L) B Turbidimétrico (4500-E) (APHA, 2005)
Sulfeto (mg/L) E lodométrico (4500- F) (APHA, 2005)

Oleos e Graxas (mg/L) D Gravimétrico (APHA, 2005)
Nitrogénio Amoniacal c Titrimetria com H,SO, (Destilacdo primaria) (APHA,
(mg/L) 2005)
Dureza (mg/L) B Titrimetria (APHA, 2005)

Salinidade(mg/L)

N&o requerido

Argentométrico (APHA, 2005)

Alcalinidade(mg CaCOs;

L)

B

Potenciométrico (APHA, 2005)

Legenda: A= Analise Imediata; B= Refrigeragdo a 4°C; C=Refrigeracdo a 4°C e H,SO, até pH<2;
D=Refrigeracdo a 4°C e HCI até pH<2; E= Refrigeracdo a 4°C e 1mL de NaOH e 1mL de C4HsO4Zn .

2 H,0O em frasco ambar.

4.3.2. Andlises Estatisticas
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Realizou-se a estatistica descritiva referente a média, a mediana, o desvio padrdo e
o coeficiente de variacdo das seis amostragens realizadas nos pontos P2, P4, P8 e
P9 para cada variavel fisico-quimica da analise da agua produzida. Com estes
resultados, foram obtidos graficos para cada parametro fisico-quimico e aplicou-se a
andlise de variancia ANOVA (teste de tukey) para verificacdo das diferencas
significativas. O calculo de médias e desvios padrdes para os parametros SSV
(Sélidos Suspensos Volateis), SST (Sélidos Suspensos Totais), turbidez e
alcalinidade ndo apresentou variabilidade dos dados. Para a analise de SSV e SST
foi necessario transformar os dados para log a fim de homogeneizar variancias e
poder representa-los nos graficos devido aos dados brutos terem valores proximo a
0. Na construcdo dos graficos para os parametros com distribuicdo assimétrica dos
dados, foram utilizados valores medianos ao invés da meédia a fim de reduzir a
discrepancia dada pelos valores extremos e aplicou-se ANOVA (teste néo
paramétrico de Friedman) para andlise da variancia. Nos testes utilizaram-se como

significativos valores de p menores ou iguais a 0,05.

A analise estatistica realizada para verificar a influéncia das variaveis fisico-quimicas
no crescimento microbiano foi feita a partir de graficos BoxPlot, gerados no
programa Microsoft Excel Versdo 7 e pela matriz de correlagdo com o auxilio do
programa SPSS Statistics 19, apenas para os resultados de MRS (foco da
pesquisa). Os graficos foram gerados utilizando o método tradicional e 0 método de
microplacas de 96 pocgos (7dias) e as variaveis fisico-quimicas mais relevantes para
0 crescimento dos microrganismos, tais como o pH, condutividade, sulfato, sulfeto,
DQO e DBO. A matriz de correlagao foi aplicada para os pontos de amostragem das
analises fisico-quimicas (P2, P4, P8 e P9) a fim de verificar a correlagéo entre as

variaveis pesquisadas nesses pontos e os métodos microbiologicos analisados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos estdo apresentados em trés secdes: escolha dos locais com
potencial de biocorrosdo (Secéo 5.1); caracterizacdo microbiologica averiguando a
significancia estatistica entre os métodos de contagem de microrganismos (Secéo
5.2), e a correlagdo entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas a fim de

verificar a influéncia dos mesmos no crescimento microbiano (Secéo 5.3).

5.1 Escolha dos locais com Potencial de Biocorrosao

Os resultados de contagem de NMP/mL de Microrganismos Redutores de Sulfato
(MRS) e Bactérias AnaerObias Heterotroficas Totais (BANHT) pelo método
tradicional e método de microplacas nos 12 pontos de amostragem apresentaram
auséncia de crescimento apenas a montante (P3) e jusante (P4) do gasoduto,
portanto, foram selecionados em funcao do resultado negativo. Além disso, optou-se
por 8 dos 10 pontos de amostragem restantes que tiveram resultado positivo. Assim,
no aqueduto foi coletada agua produzida com caracteristicas que favoreciam o
desenvolvimento dos mesmos no ambiente anaerébio. No oleoduto coletou-se agua
produzida a montante (P5), 6leo (P7) e residuos a jusante (P6), logo, as
caracteristicas da agua produzida contribuiram para o crescimento microbiano e o
biofilme formado possibilitou encontrar um alto nimero de microrganismos pelo
método de microplacas (1,6 x 10 NMP de MRS/mL e 9,83 x 10° NMP de
BANHT/mL). Nos tanques de agua produzida foi amostrada a agua em seus drenos,
sendo que nos dois tanques analisados encontrou-se um nuamero consideravel de
microrganismos por meio do método de microplacas (4,62 x 10° NMP de MRS/mL e
2,31 x 10* NMP de BANHT/mL).

5.2. Caracterizagdo Microbiolégica

5.2.1 Enumeracdo de NMP de MRS/mL e NMP de BANHT/mL pelo método

tradicional (Cochran, 1950) e método de microplacas de 96 pocos (7° dia)
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A enumeracao dos microrganismos pelo método tradicional e método de microplacas
de 96 pocos ao longo das seis campanhas em log (NMP de MRS/mL+2) esta
representado, respectivamente, nas figuras 5.1 e 52 e em log (NMP de
BANHT/mL+2) nas figuras 5.3 e 5.4.

Enumeracdo de NMP de MRS/mL pelo Método Tradicional
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Figura 5.1: Enumeracdo de NMP de MRS/mL pelo método tradicional,

respectivamente para cada ponto de amostragem
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Figura 5.2: Enumeracdo de NMP de MRS/mL pelo método de microplacas de 96
pocos, respectivamente para cada ponto de amostragem
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Enumeracao de NMP de BANHT/mL pelo Método Tradicional
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Figura 5.3: Enumeracdo de NMP de BANHT/mL pelo método tradicional,

respectivamente para cada ponto de amostragem
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Figura 5.4: Enumeracdo de NMP de BANHT/mL pelo método de microplacas de 96

pocos, respectivamente para cada ponto de amostragem

A contagem de microrganismos redutores de sulfato entre os diferentes pontos de
amostra em ambos métodos, tradicional e microplacas, apresentou valores de log
variando de 0,3 a 5,17 NMP de MRS/mL em funcéo das diferentes constituicbes da

amostra original. Ainda, a enumeracao das bactérias anaerdbias heterotroéficas totais
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por ambos métodos teve maiores valores com variagdo na escala logaritmica entre
0,3 até 6,99 NMP de BANHT/mL, pois as BANHT englobam o grupo dos MRS.

O grafico Box-plot da Figura 5.5 compara o NMP de MRS/mL entre o método
tradicional e o método de microplacas de 96 pocos (7° dia) em todos os pontos de

amostragem.

NMP de MRS/mL entre o Método tradicional (T) e 0
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Figura 5.5: Comparacdo de NMP de MRS/mL entre o Método tradicional (T) e o
Método de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para cada ponto de
amostragem.

Legenda: T — Método Tradicional; M7 — Método de microplacas de 96 pogos com incubacao até o 7°
dia.

A variacdo na contagem de MRS entre os diferentes pontos de amostra em ambos
meétodos deve-se as diferentes constituicbes da amostra original (agua, oleo e
residuo). Os maiores valores encontrados de NMP de MRS/mL foram nos pontos P5
(montante do oleoduto), P6 (jusante do oleoduto), P8 (tanque de agua produzida em
T6) e P9 (tanque de agua produzida em T4), devido a agua produzida ter
caracteristicas fisico-quimicas favoraveis ao desenvolvimento das bactérias. A
amostragem em P5 foi da agua produzida no fundo do tanque de armazenamento de
0leo e em P6 coletou-se residuo, portanto, verificou-se um alto nimero de MRS nas
fases plantbnica e séssil, respectivamente. Em P8 e P9 ha um ambiente anaerobio e
rico em sulfato no interior dos tanques de agua produzida que favorece o

desenvolvimento desses microrganismos.
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Verificou-se no gréfico da Figura 5.5 valores médios ligeiramente superiores, mas
dentro da mesma unidade logaritimica, para o método de microplacas de 96 pocos
em relacdo ao método tradicional no ponto P1 (montante do aqueduto), P6 e P7
(jusante do oleoduto). Para Gibson et al. (1987), a principal critica ao processo de

7

contagem de células vidveis com tubos mdltiplos é que tem subestimado as
populacdes bacterianas presentes em ambientes naturais, que justifica os valores
superiores encontrados pelo método de microplacas de 96 pocos em relacdo ao
método tradicional. Para os pontos P3 (montante do gasoduto) e P4 (jusante do
gasoduto) obteve-se similaridade entre os métodos porque ndo houve variagdo. Os
demais pontos apresentaram valores maiores pelo método tradicional, porém, dentro
da mesma escala logaritmica com resultados proximos, exceto o P2. Assim,

observa-se que a correlacdo entre os dois métodos é altamente significativa.

Infere-se pelo grafico da figura 5.6 a comparacdo de NMP de MRS/mL entre o
método de microplacas de 96 pocos em 7 dias (M7) e 0 método de microplacas de
96 pocos em 28 dias (M28).
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Figura 5.6: Comparacdo de NMP de MRS/mL entre o Método de microplacas de 96
pocos (M7) e Método de microplacas de 96 pocos (M28), respectivamente para cada

ponto de amostragem.
Legenda: M7 — Método de microplacas de 96 pocos com 7 dias de incubacédo; M28 — Método de

microplacas de 96 pocos com 28 dias de incubacéo.
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Os valores medianos estdo muito préximos estatisticamente entre o 7° e 0 28° dias
pelo método de microplacas de 96 pocos (Figura 5.6), que nos leva a considerar o
resultado da microplaca no 7° dia de alta relevancia, visto que ndo ha diferenca
significativa para o resultado no 28° dia. Assim, € possivel utilizar o0 método de

microplacas de 96 pocos para obter o resultado em apenas 7 dias.

A comparacao entre a contagem de NMP de BANHT/mL pelo método tradicional e
método de microplacas de 96 pocos (7° dia) em todos os pontos de amostragem

esta apresentada no grafico da Figura 5.7.

NMP de BANHT/mL pelo Método tradicional (T) e Método de
microplacas de 96 pocos (M7)
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Figura 5.7: Comparacdo de NMP de BANHT/mL entre o Método tradicional (T) e o
Método de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para cada ponto de

amostragem.
Legenda: T — Método Tradicional; M7 — Método de microplacas de 96 pocos com incubacéo até o 7°

dia.

Na Figura 5.7 verifica-se a contagem em NMP de BANHT/mL pelo método de
microplacas de 96 pocos (7° dia) com uma tendéncia de obtencdo de resultados
maiores que MRS, pois BANHT englobam o subgrupo dos MRS. Para a analise de
BANHT os maiores valores estdo nos pontos P5 (montante do oleoduto) e P8
(tanque de agua produzida em T6) e nos pontos P6 e P7 (jusante do oleoduto), que
correspondem a amostra de Oleo e residuo de um oleoduto, portanto, existe um

ambiente anaerobio favoravel para a formacdo do biofilme bacteriano que é
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removido com a passagem de pig no duto. Nota-se na contagem de BANHT/mL da
Figura 5.7 valores médios ligeiramente superiores para o método de microplacas de
96 pocos em relacdo ao método tradicional para o P1 (montante do aqueduto), P2
(jusante do aqueduto), P6, P7 (jusante do oleoduto) e P9 (tanque de agua produzida
em T4). Para os pontos P3 (montante do gasoduto) e P4 (jusante do gasoduto) foi
obtido o mesmo valor para ambos os métodos e nos pontos P5 e P8 o método
tradicional teve valores médios um pouco superiores ao método de microplacas em

7 dias, justificado no item 5.2.1.

O gréfico da Figura 5.8 apresenta uma comparacdo entre o método de microplacas
de 96 pocos em 7 dias (A7) e o método de microplacas de 96 pocos em 28 dias
(A28) para o NMP de BANHT/mL.

NMP de BANHT/mL entre o Método de microplacas de 96
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Figura 5.8: Comparagcdo de NMP de BANHT/mL entre o Método de microplacas de
96 pocgos (M7) e o Método de microplacas de 96 pocos (M28), respectivamente para

cada ponto de amostragem
Legenda: M7 — Método de microplacas de 96 pocos com 7 dias de incubacdo; M28 — Método de

microplacas de 96 pocos com 28 dias de incubacao.

Os valores obtidos na contagem de BANHT/mL por meio da média geométrica para
as microplacas em 7 e 28 dias sédo préximos em praticamente todos os pontos de
amostragem, exceto em P5 (montante do oleoduto) e P8 (tanque de agua produzida

em T6), que apresentaram valores menores pelo método de microplacas de 96
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pocos em 7 dias. Este resultado corrobora para afirmar que o método de
microplacas de 96 pocos pode ser utilizado com apenas 7 dias de incubacéo das
microplacas porque nao ha diferenca significativa para o resultado no 28° dia,
permitindo a obtencdo do diagnostico mais rapido de deteccdo de microrganismos

causadores da biocorrosdo na industria do petréleo.

5.2.2 Comparacao entre o0 NMP de MRS/mL e BANHT/mL pelo método tradicional
(Cochran, 1950) e método de microplacas de 96 pocos (7° dia)

O gréfico da Figura 5.9 compara o NMP de MRS/mL com o NMP de BANHT/mL pelo
método tradicional e o grafico da Figura 5.10 pelo método de microplacas de 96

POCOS.
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Figura 5.9: Comparacgéo entre NMP de MRS/mL e NMP de BANHT/mL pelo método

tradicional (T), respectivamente para cada ponto de amostragem
Legenda: MR — Microrganismos Redutores de sulfato; BA — Bactérias Anaerdbias Heterotroficas

Totais
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NMP de MRS/mL e BANHT/mL pelo método de
microplacas de 96 pocos (M7)
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Figura 5.10: Comparagdo entre NMP de MRS/mL e NMP de BANHT/mL pelo
método de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para cada ponto de

amostragem
Legenda: MR — Microrganismos Redutores de sulfato; BA — Bactérias Anaerdbias Heterotréficas

Totais; M7 — Método microplacas de 96 po¢cos com 7 dias de incubacgéo.

Nota-se maiores valores medianos de NMP/mL de BANHT em relagéo aos MRS nos
pontos de amostragem pelo método tradicional e método de microplacas de 96
pocos, porque 0s MRS constituem um subgrupo dentro das BANHT, pois todos os
microrganismos redutores de sulfato sdo anaerdbios conforme define Postgate
(1979). Apenas em P9 (tanque de agua produzida em T4) observaram-se valores
medianos de BANHT um pouco inferiores aos de MRS pelo método tradicional, mas
ambos estdo dentro da mesma escala log, por isso, considera-se desprezivel a
diferenca encontrada. Nos pontos P3 (montante do gasoduto) e P4 (jusante do
gasoduto) houve equivaléncia para ambos, pois nédo foi encontrado nenhum grupo

microbiano nesses locais.

5.2.3 Anélises Estatisticas

Os dados originais e logaritmizados para MRS encontram-se na Tabela 1.1 e Tabela
I1.2, respectivamente, e 0os dados brutos e logaritmizados para BANHT, na Tabela
1.3 e Tabela 1.4, respectivamente, no Apéndice Il. Na Tabela Il.1 (Apéndice II)

observou-se o crescimento de MRS pelo método tradicional variando entre 0 NMP
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de MRS/ml até o maximo de 4,26 x 10* NMP de MRS/mL e pelo método de
microplacas de 96 pocos entre 0 e 1,60 x 10* NMP de MRS/mL. Os valores para a
quantificacdo de MRS pelo método tradicional estdo dentro da faixa encontrada por
diversos autores em agua produzida de petréleo, tais como: Sousa (2009) encontrou
variacdo de 10 a 10’ num campo de producdo de petréleo offshore da Petrobras;
Rocha (2006) obteve valores médios da quantificacdo celular do indculo da agua de
producdo de Carmépolis (Sergipe) 1,80 x 10° NMP de MRS/mL; Davidova et al.
(2001) encontrou valores acima de 2,0 x 10®* NMP de MRS/mL em &gua produzida

de pocos de petréleo do Canada.

A primeira pesquisa que realizou a contagem de MRS comparando o método
tradicional com o método de microplacas em amostras ambientais foi Lima (2006),
avaliando diferentes meios de cultura, sendo que obteve-se o meio Postgate B
modificado como o mais apropriado para o0 crescimento dos microrganismos em
microplacas até o 7° dia de incubac&do. Em seguida, Subtil (2007) aplicou o método
de microplacas utilizando o meio Postgate B modificado em amostras de esgoto
doméstico de reator UASB e foram encontrados valores médios de 7,6 x 10°
NMP/mL para MRS. Vale destacar que a Unica pesquisa que utilizou o método de
microplacas de 96 pocos para amostras de agua produzida de petréleo e gas foi
Segui (2009), obtendo inicialmente o maximo de 2,0 x 10 NMP de MRS/mL. Apés a
adicdo de lodo de esgoto encontrou um total de 6,48 x 10° NMP de MRS/mL.

Na Tabela I1.3 (Apéndice I1) foram obtidos valores variando entre 0 e 3,41 x 10° NMP
de BANHT/mL para o método tradicional e entre 0 e 9,83 x 10° NMP de BANHT/mL
para o método de microplacas de 96 pogos (7° dia). Esses resultados corroboram
para afirmar que ndo ha variagcdo significativa entre esses métodos. Outros
pesquisadores encontraram valores dentro da mesma faixa obtida pelo método
tradicional: Rocha (2006) teve valores médios de 9,50 x 10° NMP de BANHT/mL
para a agua de producéo de Carmopolis (Sergipe) e Santos (2011) valores medianos
de BANHT plancténica de 2,1 x 10> NMP de BANHT/mL em agua do mar com o
guerosene de aviacao utilizado como fonte de carbono. Vale ressaltar que nédo ha
valores na literatura para a contagem de BANHT pelo método de microplacas de 96
pocos, tendo em vista o carater inovador da pesquisa desses microrganismos no

meio cientifico.
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Para obter os valores da média geométrica foram utilizados os dados brutos (ndo
logaritmizados) a fim de comparar o método tradicional com o método de

microplacas de 96 pocos em 7 dias, como pode ser visualizado na Tabela 5.1.

Tabela 5.1: Enumeracéo de Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS) e
Bactérias AnaeroObias Heterotroficas Totais (BANHT) nos diversos pontos
amostrais pelo método tradicional e método de microplacas de 96 pocos.

Valores em NMP/mL (média geométrica) e n=6 (maio a outubro de 2011).

MRS (NMP/mL) BANHT (NMP/mL)
Pontos Tradicional 28 dias lenep e 'de 2le Tradicional 28 dias ienzplnees _de =
pocos 7 dias pocos 7 dias

P1 2,35 x 102 1,76 x 103 2,67 x 102 3,91 x 103
P2 6,56 x 10! 3,19 x 103 1,13 x 102 1,69 x 10*
P3 - - - -

P4 - - - -

P5 7,91 x 103 5,39 x 102 6,84 x 103 4,90 x 103
P6 3,24 x 102 3,79 x 103 3,24 x 102 3,79 x 103
pP7 1,28 x 10 4,63 x 102 1,07 x 103 4,22 x 10"
P8 2,24 x 103 1,19 x 103 3,29 x 103 2,68 x 103
P9 1,27 x 102 3,82 x 102 3,10 x 10! 9,16 x 102

A Tabela 5.1 infere valores médios de contagem de MRS e BANHT entre o método
tradicional (28 dias) e o método de microplacas de 96 pocos (7 dias) na mesma
escala de log ou um pouco superiores para 0 método de microplacas, justificado pelo
grande numero de cavidades disponiveis nas microplacas, que torna o resultado
obtido mais preciso em relacdo a técnica convencional (TOWNSEND E NAQUI,
1998). Esses resultados mostram que ambos os métodos podem ser comparaveis,
tanto para MRS quanto para BANHT, em fungdo da enumeracéo obtida ter valores

bem semelhantes.

Um ponto importante na verificagdo da correlagédo entre ambos métodos analisados
€ a comparacdo entre os resultados obtidos pelas microplacas em 7 e 28 dias
(Tabela 1.1 no Apéndice IlI) que apresentou valor minimo idéntico (0 NMP de
MRS/mL), e valores maximos muito préximos, variando de 1,60 x 10* NMP de
MRS/mL para microplacas (7 dias) a 1,09 x 10°> NMP de MRS/mL para microplacas
(28 dias). Esses resultados demonstram que ndo ha variacéo significativa entre o 7°
e 28° dia de incubacgéo utilizando o método de microplacas de 96 poc¢os para andlise
de MRS, portanto, pode-se utilizar o método de microplacas de 96 po¢os com um
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reduzido tempo de incubacgédo, que confere um diagndstico mais rapido e possibilita a
intervencado no processo de forma mais especifica e agil.

A comparacdo entre os resultados encontrados no método de microplacas de 96
pocos entre o 7° e 0 28° dias de incubacdo para analise de BANHT demonstrou
valores proximos comparando o minimo e o maximo, com variagdo de 0 até 9,83 x
10° NMP de BANHT/mL para o 7° dia e 0 até 3,11 x 10’ NMP de BANHT/mL para o
28° dia, Tabela 11.3 no Apéndice Il. Esses resultados demonstram que ndo ha
variagdo significativa entre o 7° e o 28° dia de incubacdo pelo método de
microplacas de 96 pocos, que implica na reducdo do tempo de obtencdo do
resultado da contagem de microrganismos e possibilita um diagndéstico precoce com
uma execucao mais rapida das formas de controle da biocorrosdo nos processos de

producéo de petrdleo.

A aplicacdo do Teste de Kolmogorov-Smirnov com os dados transformados,
logaritmizados (Log NMP/mL + 2), resultou numa distribuicdo unimodal em todos os
pontos de amostragem, com p=ns (n&o significativo). O teste de Friedmann permitiu
comparar globalmente os grupos pareados em todos os pontos de amostragem para
MRS e BANHT (Tabela 1V.1, Apéndice IV) e demonstrou ndo existir diferenca
significativa (p>0,05) para MRS, portanto, é possivel afirmar que ambos métodos
sdo equivalentes. Em contrapartida, na andlise de BANHT, encontrou-se uma
diferenca significativa (p<0,05) entre os métodos para os pontos P1 (montante do
agueduto), P5 (montante do oleoduto), P7 (jusante do oleoduto) e P8 (tanque de
agua produzida em T6). O P7 refere-se a amostra de residuo coletado diretamente
do duto, onde foi observado que o crescimento de fungos dificultou a leitura dos
resultados devido a necessidade de verificacdo da turvacéo dos pocos. O P1, P5 e
P8 apresentaram valores médios relativamente superiores nas microplacas em
relacdo aos frascos que na comparacédo global contribuem para a diferenca

significativa entre os dados.

Cabe ressaltar que os valores um pouco superiores para o método de microplacas
de 96 pocos em relacdo ao método tradicional € justificado por Gibson et al. (1987)
em funcdo do método tradicional subestimar as populacdes bacterianas presentes

em ambientes naturais. Adicionalmente, € importante verificar com mais acuracia a
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aplicacdo do método de microplacas de 96 pocgos para a andlise de BANHT em
virtude de ndo ser um meio seletivo como o meio de cultivo de MRS, portanto, tem
maior facilidade para o crescimento de outros tipos de microrganismos que dificultam
visualizar a turvacdo dos pocos nas microplacas. Vale ressaltar a importancia da
continuacdo da pesquisa cientifica para estes microrganismos, em funcdo deste

estudo ser pioneiro na contagem destes microrganismos utilizando esta técnica.

O teste de Wilcoxon foi empregado para realizar comparacdes duas a duas a fim de
confirmar a semelhéncia estatistica entre os dados obtidos nas analises de MRS
(Apéndice IV, Tabela IV.2) e BANHT (Apéndice IV, Tabela IV.3). A Tabela IV.2 infere
alta significancia (p>0,05) entre o método tradicional e 0 método de microplacas de
96 pocos (7° dia), entre 7 e 28 dias de incubacdo, 14 e 21 dias de incubacéo, ou
seja, pode-se considerar um resultado de contagem significativo com apenas 7 dias
de incubagéo, comparativamente ao 14°, 21° e 28° dias para todos os pontos de
amostragem com a analise de MRS. N&o foi possivel aplicar o teste com as
microplacas (14 e 21 dias) para o P3 (montante do gasoduto), P4 (jusante do
gasoduto), P2 (jusante do aqueduto) e P7 (jusante do oleoduto), porque né&o houve
variacdo entre os dados. Assim, pode-se afirmar que todos os pontos de
amostragem possuem valores estatisticamente semelhantes entre si, permitindo a
aplicacdo do método de microplacas de 96 pocos para o cultivo de MRS obtendo-se
o resultado em menor tempo (7 dias) que a técnica tradicional a fim de garantir maior

eficiéncia no tratamento e prevencao dos problemas de biocorroséo.

Pode-se observar resultados estatisticamente semelhantes (p>0,05) para BANHT na
comparacao entre o método tradicional e o método de microplacas de 96 pocos (7°
dia) em quase todos os pontos de amostragem, exceto para os pontos P1 (montante
do aqueduto) e P7 (jusante do oleoduto), em que os resultados das placas em 7 dias
foram superiores aos dos frascos (Tabela IV.3, Apéndice IV). O P5 (montante do
oleoduto) e o P8 (tanque de &agua produzida em T6) na comparacdo global de
Friedman apresentaram diferencas significativas (p<0,05) na comparacdo entre
frascos e placas em 28 dias, e entre placas em 7 e 28 dias, assim como no teste de
Wilcoxon. Porém, o principal objetivo foi comparar os resultados dos frascos em 28
dias com as placas em 7 dias para reduzir o tempo de leitura na obtencdo do

resultado, entdo, comparando os mesmos tém-se uma semelhancia estatistica pelo
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teste de Wilcoxon, logo, pode-se comparar o método tradicional com o método de
microplacas de 96 pocos a fim de se obter o resultado da quantificacdo das bactérias

em 7 dias.

A correlagdo de Spearman para o método tradicional e microplacas de 96 pocos (7
dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias) para MRS pode ser observada na Tabela 1V.4
(Apéndice IV) e para BANHT na Tabela IV.5 (Apéndice IV). O coeficiente de
Spearman rs indica uma forte associacao das variaveis quanto mais préximo de -1 e
1. O valor 0 indica auséncia de correlacédo (PONTES, PONTES Jr., BRAGA, 2010).

Nota-se alta significancia na correlagdo de Spearman para MRS (p<0,05) entre o
método tradicional e o método de microplacas (7 dias) em todos os pontos de
amostragem, exceto em P1 (montante do aqueduto) e P5 (montante do oleoduto).
Portanto, pode-se afirmar que ambos métodos estdo relacionados estatisticamente,
com forte correlacdo positiva verificada pelo coeficiente de Spearman (rs>0.8). O P1
teve uma correlacao forte (0,7<rs<0,89), contudo o valor de p nao foi significativo.
Dessa forma, analises estatisticas revelam que a correlagédo entre os dois métodos é
altamente significativa e provavelmente podera ser utilizado o método de
microplacas de 96 pocos em substituicdo ao método tradicional para a contagem de
Microrganismos Redutores de Sulfato (MRS), com maior eficiéncia em termos de
economia de espaco, material, simplicidade na execucdo da andlise e reducdo do

tempo para obtencédo do resultado.

Os resultados da comparacédo do méetodo de microplacas em 7 dias e 28 dias para a
contagem de MRS demonstrou ser estatisticamente semelhante em funcéo da alta
correlacao obtida pelo coeficiente de Spearman (0,75<rs<0,98) em quase todos 0s
pontos de amostragem, exceto para o P1 (montante do aqueduto) e o P8 (tanque de
agua produzida em T6). Portanto, essa correlagdo demonstra um potencial de
utilizacdo do meétodo de microplacas de 96 pocos para a quantificacdo dos

microrganismos redutores de sulfato num tempo mais curto (7° dia de incubacéo).

A correlacdo de Spearman para BANHT demonstrou valores significativos e uma
correlacdo forte (0,7<rs<0,89) e muito forte (0,9<rs<1,0) entre as variaveis pelo

método tradicional e método de microplacas de 96 pocos, comparando-se dois a
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dois (frascos 28 e placas 7 dias), (placas 7 e 28 dias) para os pontos P1 (montante
do aqueduto), P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9
(tanque de agua produzida em T4) (Tabela IV.5, Apéndice IV). Essa comparacao
para o P5 (montante do oleoduto) resultou numa correlagcdo muito fraca, devido aos
valores obtidos pelas placas terem sido superiores na grandeza de 1 log aos valores
obtidos pelos frascos (28 dias), propiciando um valor de p<0,05.

Observou-se em todos o0s pontos de amostragem, exceto em P5, valores
significativos e uma forte correlacdo ao se comparar as placas no 7° e 28° dias, e no
14° e 21° dias, na contagem de BANHT. Para o P1 (montante do aqueduto), P2
(jusante do aqueduto), P3 (montante do gasoduto), P4 (jusante do gasoduto) e P9
(tanque de agua produzida em T4) houve uma forte associacdo entre todas as
comparacoes verificadas. Dado exposto pode-se afirmar que os valores obtidos pelo
método de microplacas de 96 pocos sdo comparaveis ao método tradicional porque
as analises estatisticas demonstraram uma forte correlacéo entre os dois métodos,
assim como uma altissima correlagdo na comparacdo entre o 7° e o 28° dias de

incubacédo que possibilita obter o resultado em menor tempo (7 dias).

A técnica tradicional para a contagem de MRS e BANHT dificulta uma nova
repeticdo da analise porque requer tempo consideravel de incubacao e implica na
demora para a tomada de decisao, portanto, a atuagao rapida caso seja verificado a
necessidade de controle da presenca de tais microorganismos faz com que o0s
métodos de rapida enumeracdo tenham sido mais indicados e exigidos para o

monitoramento desses microrganismos.

5.3 Verificagdo da Influéncia das Variaveis Fisico-Quimicas no Crescimento
Microbiano dos MRS e BANHT

Os resultados experimentais da caracterizagdo fisico-quimica da agua produzida
estdo elementados na forma de figuras com embasamento estatistico, a partir dos
valores de média e desvio padrdo dos pontos P2 (jusante do aqueduto), P4 (jusante
do gasoduto), P8 (tanque de &gua produzida em T6) e P9 (tanque de agua
produzida em T4), localizados na Tabela I.1 (Apéndice 1) onde também foi observado

para o pH, a temperatura e a condutividade uma baixa e média variacdo, conforme
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definido por Mayer (2011). Em relacdo ao desvio padréo, observaram-se valores
relativamente altos quando comparados com a média para os parametros sélidos,
turbidez, DQO, 6leos e graxas, salinidade e alcalinidade, contribuindo para a falta de
homogeneizacdo dos dados (Tabela 1.1, Apéndice I). Além disso, os graficos Box-
Plot abaixo retratam valores que indicam a correspondéncia entre as variaveis fisico-

quimicas e o crescimento microbiano.

5.3.1 pH, Temperatura, Oxigénio Dissolvido e Condutividade

Considerando os resultados em todos os pontos de amostragem, verificou-se o valor
meédio de pH entre 5,60 — 6,63, para a condutividade um valor médio variando de
4,69 a 46,39 uS/cm e para a temperatura valores médios entre 28,33°C<T<33,33°C.
Os valores médios para o oxigénio dissolvido variaram de 13,33 a 96,67 ug/L
(Figura 5.11).
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Figura 5.11: Valores médios e desvio padrao para o oxigénio dissolvido (Letras
distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia, n

= 6). Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.

Nota-se para a variavel oxigénio dissolvido uma diferenca altamente significativa
entre os trés pontos de amostragem (p<0.01), que pode ser explicada pela diferente
localizacdo dos pontos de coleta dentro das unidades de tratamento de petréleo. O

ponto P2 € um aqueduto e possui um ambiente anaerébio, por isso foram obtidos
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menores valores de oxigénio dissolvido. Os pontos P8 e P9 referem-se a saida dos
tanques de agua produzida que operam com pressdo atmosférica, portanto, os
percentuais de oxigénio foram um pouco maiores que no aqueduto, propiciando um

maior desenvolvimento de microrganismos que no ponto P2.

Os valores comparativos de pH, condutividade e NMP de MRS/mL pelo método
tradicional e método de microplacas de 96 pocos (7° dia) podem ser observados no

gréfico da Figura 5.12.

pH, condutividade e NMP de MRS/mL pelo Método
tradicional (T) e Método de microplacas de 96 pocos (M7)
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Figura 5.12: Comparac¢do de pH, condutividade e NMP de MRS/mL pelo Método
tradicional (T) e Método de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para

cada ponto de amostragem.
Legenda: CD —Condutividade; T — Método tradicional; A7 — Método microplacas de 96 pogos com 7

dias de incubagéo.

Para os valores de pH e condutividade no ponto P2 (jusante do aqueduto) e P4
(jusante do gasoduto) e entre P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9 (tanque de
agua produzida em T4) ndo foi observada diferenga significativa estatisticamente
(p<0,01). Essa situacdo deve-se as caracteristicas diversas da &agua produzida
nesses locais, portanto, a agua produzida do grupo P2 e P4 possui composi¢ao
diferente do grupo P8 e P9. Segundo Magot, Ollivier e Patel (2000) valores de pH
entre 5,0 e 8,0 fornecem condi¢cdes adequadas a atividade dos MRS, sendo pode
haver limitacgdo do seu crescimento. Dessa forma, nos pontos P4 (jusante do
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gasoduto) e P2 (jusante do agueduto) com valor médio de pH menor que 6,0, ndo se
observou crescimento de MRS em P4 e pouco crescimento em P2 quando
comparado aos pontos P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9 (tanque de agua
produzida em T4) com valor médio de pH maior que 6,0. Nota-se valores médios de
condutividade maiores em P8 e P9 (46,39 uS/cm) que em P2 e P4 (4,69 uS/cm),
portanto, houve maior crescimento microbiano nesses pontos, associado a valores

meédios de pH maiores.

Para a variavel temperatura ndo foram observadas diferencas significativas entre P2,
P4 e P8, porém o P9 apresentou diferenca significativa em relagdo aos outros trés
pontos (p<0,01), dado a temperatura deste tanque de agua produzida ser um pouco
mais alta que nos outros pontos. A relacdo da temperatura implica no aumento dos
valores da condutividade do eletrdlito e da velocidade de difusédo dos ions (Gentil,
2003). Por isso, ocorreu maior crescimento microbiolégico em P8 e P9 em relagéo a

P2 e P4 que propiciaram a maior difusibilidade dos ions sulfato no meio.

5.3.2 Turbidez, Teor de Oleos e Graxas (TOG) e Sdlidos

A variavel turbidez indicou valores medianos de 51,60 a 863,29 NTU e o teor de
Oleos e graxas valores medianos de 15,50 a 170,50 mg/L. De forma geral, os solidos
suspensos totais e volateis apresentaram valores medianos de 0,30 a 0,37 mg/L
(Figura 5.13), os solidos totais e os solidos totais volateis valores medianos de 3,01
a 118,35 mg/L (Figura 5.14).
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Figura 5.13: Valores médios e desvio padrdo para SST e SSV (Letras distintas
indicam diferenca significativa pela ANOVA (teste de Friedmann) a 5% de

significancia para n=6). Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.
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Figura 5.14: Valores médios e desvio padrao para ST e STV (Letras distintas
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia para n=6).

Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.

A analise dos valores de sélidos suspensos totais e sélidos suspensos volateis
demonstraram existir diferenca significativa entre o P4 e o P8, porque em P4 a agua
ndo teve tratamento e em P8 a 4gua produzida esta tratada. Contudo, obteve-se
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diferenca significativa entre os grupos P2 (jusante do aqueduto) e P4 (jusante do
gasoduto) e o P8 (tanque de &gua produzida em T6) e P9 (tanque de agua
produzida em T4) para sélidos totais e solidos totais volateis, tendo em vista as
variacfes existentes na composicdo fisico-quimica da agua produzida nos dois

grupos, conforme explicado no item 5.1.1.

Em geral, a literatura relata valores de sélidos suspensos de 56 mg/L (Andrade,
2009) e de até 200 mg/L (Souza, 2009; Gomes, 2009). Segui (2009) obteve valores
médios de 0,0145 mg/L para os sélidos suspensos. Vale ressaltar que foram obtidos
valores medianos variando de 0,10 a 0,18 mg/L para P2 e P4, e valores médios de
0,38 e 0,24 mg/L para P8 e P9, respectivamente. Dado exposto, pode-se afirmar que
os altos valores de sdlidos totais nos pontos P8 e P9 podem causar a obstrucdo dos
reservatoérios. Vale ressaltar que observou-se maior crescimento microbiano em P8 e
P9 em funcdo dos maiores valores de solidos totais que correspondem a fonte de

carbono para o metabolismo microbiano.

N&o foi observada diferenca significativa entre P8 (tanque de agua produzida em T6)
e P9 (tanque de &gua produzida em T4) para a variavel turbidez devido a sua
localizacdo no final do processo de tratamento da agua produzida, que justifica os
menores valores encontrados em relacéo aos pontos P2 (jusante do aqueduto) e P4
(jusante do gasoduto) que recebem agua produzida sem tratamento. No ponto P4, a
turbidez pode ser explicada pela injecdo de produtos quimicos no duto, tendo em
vista que até a chegada da agua produzida no final do duto ndo houve separacéo
fisica entre a 4gua e o LGN. A emulséo agua-oleo influencia a avaliacdo da turbidez
porque a agua produzida torna-se leitosa, reduzindo sua transparéncia e
proporcionando sua turvacdo, em funcdo das particulas e de produtos quimicos
residuais utilizados na desestabilizacdo de emulsbes oOleo/agua (CERQUEIRA;
MARQUES, 2011).

A variavel TOG demonstrou existir diferenca significativa entre o P8 (tanque de agua
produzida de T6) e os demais pontos em funcéo de algumas coletas realizadas com
o flotador fora de operacao, ou seja, obteve-se valores de TOG maiores em trés das
seis repeticOes realizadas, propiciando o alto desvio padrao comparado aos demais

pontos analisados. Segundo Santos et al. (2007) para a reinjecdo em pocos de
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petrdleo, a agua devera ter no maximo 5 mg/L de Oleos e graxas para evitar a
contaminacgao e/ou incompatibilidade entre a agua que esta sendo injetada e a agua
do aquifero, que compromete a injecao da agua no reservatorio. Portanto, em funcéo
de toda agua produzida nos diferentes pontos analisados ter como destino final a
reinjecdo em pogos terrestres foram obtidos valores médios superiores ao
recomendado para a reinjecdo. Entdo, é fundamental tornar o tratamento da agua
produzida mais eficaz para reduzir a perda de producdo do 0Oleo e evitar problemas
de contaminacdo do aquifero. Adicionalmente, observou-se maior crescimento
microbiano em P8 e P9 onde foram obtidos maiores valores de TOG que servirdo de

fonte de carbono para o metabolismo microbiano.

5.3.3 Ferro, Salinidade, Dureza e Alcalinidade

Para a variavel ferro soltvel obteve-se valores médios de 2,5 mg/L a 5,0 mg/L e para
a salinidade valores médios entre 32,27 e 106,33 g/L. A variavel dureza apresentou
valores médios de 0 a 297,42 mg/L (Figura 5.15) e para a alcalinidade valores
medianos de 174,06 até 337,82 mg/L CaCO3 (Figura 5.16).
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Figura 5.15: Valores médios e desvio padrdo para a dureza (Letras distintas indicam
diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia para n=6).

Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.
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Figura 5.16: Valores médios e desvio padrdo para a alcalinidade (Letras distintas
indicam diferenca significativa pela ANOVA (teste de Friedman) a 5% de

significancia para n=6). Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.

O conhecimento dos valores relativos as variaveis ferro, salinidade, dureza e
alcalinidade séo importantes para prevenir problemas de incrustacdes de tubulacées
gue culmina com a perda de producédo e altos custos para a reparacao do dano.
Para a alcalinidade verificou-se que ndo ha diferenca significativa entre as medianas
dos valores de alcalinidade nos diferentes pontos, apenas entre P2 e P9, porque o
P9 recebe 4gua produzida com origem diferente da agua recebida em P4, P2 e P8,
pois até mesmo P8 contém a agua produzida tratada proveniente também de P2 e
P4. Andrade (2009) realizou a caracterizacdo da agua produzida e obteve uma faixa
de 150 e 1232 mg/L de CaCOg. Joubert (2004) afirma que o controle fisico-quimico
para a alcalinidade no tratamento de sistemas de resfriamento industrial deve ter no
maximo 400 mg/L CaCOs;. Nos pontos analisados a alcalinidade teve o maior valor
meédio de 330,45 mg/L CaCOg3  entdo, a principio ndo requer tratamento para evitar

problemas de incrustagao.

A variavel dureza apresentou diferenca significativa entre o ponto P8 e P9 porém
ambos sdo classificados contendo agua muito dura, conforme Custédio e Llamas
(1983). A dureza nao foi detectada nos pontos P2 e P4. Parente (2006), Souza
(2007) encontraram valores entre 20 mg/L e 7 g/L de dureza na agua produzida.
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O aumento da alcalinidade do meio implica no aumento do valor da dureza, porque
na faixa de pH entre 4,4 e 8,3 encontram-se apenas bicarbonatos no meio e
consequentemente maior sera sua dureza (OLIVEIRA, 2007). Nota-se valores altos
de alcalinidade nos pontos P2 e P4, apesar da dureza néo ter sido detectada nesses
pontos em funcédo da alta alcalinidade, ou seja, os bicarbonatos funcionam como
tamp&o no meio que podem ter impedido a acdo dos reagentes durante a analise

para determinar a dureza.

A 4gua produzida apresenta composicao variada para a salinidade que depende das
caracteristicas e profundidade do campo produtor de déleo (GOMES, 2009). A
variavel salinidade influencia diretamente no crescimento dos microrganismos
porque cada tipo se desenvolve numa faixa determinada de salinidade, entédo, se
houver modificacdo dessa variavel podera afetar o desenvolvimento dos mesmos.
Foi observada diferenca altamente significativa (p<0,01) entre os grupos P2 (jusante
do aqueduto) e P4 (jusante do gasoduto) e o grupo P8 (tanque de agua produzida de
T6) e P9 (tanque de agua produzida de T4) devido as caracteristicas diferentes da
agua produzida em cada ponto, conforme descrito no item 5.3.1. Dessa forma, pode-
se observar que 0s microrganismos presentes em P2 e P4 desenvolvem-se na faixa
de salinidade abaixo de 8g/L e nos pontos P8 e P9 em valores acima de 100 g/L.
Vale destacar que a alta salinidade observada nos pontos P8 e P9 pode causar

incrustacGes Nnos pocos com prejuizos a industria do petroleo.

Para a variavel ferro ndo houve diferenca significativa entre os pontos analisados (p=
0,7059). Gomes (2009) encontrou uma faixa de resultado entre 0,2 mg/L a 46,2 mg/L
para o ferro solivel na agua produzida coletada em Sergipe/Alagoas. Obteve-se
valores maiores de ferro solivel na agua nos pontos P2 (jusante do aqueduto), P8
(tanque de agua produzida em T6) e P9 (tanque de agua produzida em T4), onde se

verificou o crescimento bacteriano.
5.3.4 Sulfato e Sulfeto
A variavel sulfato da agua produzida dos diversos pontos de amostragem

apresentou uma variagdo média de 10,31 mg/L até 71,61 mg/L e o sulfeto avaliado
na fase liquida de 2,65 mg/L a 10,26 mg/L (Figura 5.17).
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Figura 5.17: Valores médios e desvio padrdo para sulfato e sulfeto (Letras distintas
indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de significancia para n=6).

Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.
Legenda: SA = Sulfato; SE = Sulfeto.

A variavel sulfato demonstrou ndo existir diferenca significativa nos pontos P2
(jusante do aqueduto), P8 (tanque de agua produzida de T6) e P9 (tanque de agua
produzida de T4) entre si (p>0,05), apenas ha diferenca estatistica entre o P4
(usante do gasoduto) e o restante dos pontos, pois P4 é constituido de agua
produzida vinda de reservatoérios de gas e contendo adicdo de produtos quimicos,
com valores mais baixos de sulfato que nos outros pontos. Para o sulfeto na fase
liguida, observou-se que ndo ha diferenca significativa (p=ns) entre o P8 e o P9,
porque ambos estdo localizados no final do processo de tratamento de agua
produzida derivada de reservatorios de Oleo terrestre, portanto, espera-se uma
producdo equivalente de sulfeto. Esses altos teores de sulfeto podem provocar a
acidificacdo biogénica dos reservatorios e obstruir os pocos injetores e produtores
pela deposicdo de FeS, que ocasiona a reducao da produtividade dos pocos e causa
a corrosdo das tubulacbes e equipamentos de todo o sistema. O sulfeto de
hidrogénio em solucdo é um 4cido fraco e se dissocia como descrito nas Reagdes
5.1e5.2.

H,Saq -> HS + H” (5.1)
HS ->S?+H" (5.2)
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O H,S pode estar presente na fase gasosa ou dissolvida, porém, com valores de pH
5,0 somente 1% estd na forma de HS". Se o pH est4 acima de 8,0 ndo se encontra
na forma nao dissociada (H,S). J4& em pH 7,0, 50% do sulfeto encontra-se na forma
nao dissociada (H,S) (SUBTIL, 2007). Portanto, a medida que o pH torna-se mais
bésico, maior serd a dissociacdo do sulfeto na forma de H,S (gasoso). Os pontos P8
e P9 possuem valores de pH préximo a 7,0 e os pontos P2 e P4, valores médios de
pH menores que 6,0 que contribui para o valor de sulfeto na fase liquida ser menor
gque em P8 e P9. Em P2 encontrou-se microrganismos redutores de sulfato que
produzem H,S, portanto, como a andlise realizada foi de sulfeto em fase liquida com
pH abaixo de 6,0, obteve-se um teor de sulfeto mais baixo que em P8 e P9 onde
detectou-se maior niumero de microrganismos redutores de sulfato. Em P4 nao
foram encontrados microrganismos redutores de sulfato, entdo, provavelmente o

baixo valor de sulfeto dissolvido na 4gua produzida ndo tem origem biogénica.

Infere-se os valores de sulfato, sulfeto e NMP de MRS/mL pelo método tradicional e

método de microplacas de 96 pocos (7° dia) no grafico da Figura 5.18.

Sulfato, Sulfeto, NMP de MRS/mL pelo método tradicional
e método de microplacas de 96 pocos (M7)
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Figura 5.18: Valores de sulfato (mg/L), sulfeto (mg/L) e NMP de MRS/mL pelo
Método tradicional (T) e Método de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente
para cada ponto de amostragem.

Legenda: SA — Sulfato; SE — Sulfeto; T — Método tradicional; A7 — Método microplacas de 96 pocos

com 7 dias de incubacéao.
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Nos pontos P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9
(tanque de agua produzida em T4) observou-se o crescimento bacteriano em virtude
dos maiores valores de sulfato entre 42mg/L e 71 mg/L, assim como os valores
meédios de sulfeto acima de 5 ppm, que sdo considerados problematicos para a
biocorroséo de tubulacdes e equipamentos, conforme observado na pratica. Andrade
(2009) obteve valores muito variados para o sulfato (<50 mg/L e < 500 mg/L) para
amostras coletadas a jusante do flotador de um sistema de tratamento de agua
produzida no terminal da Petrobras em S&o Sebastido. Verifica-se no grafico da
Figura 5.18 uma correlagéo entre a disponibilidade de sulfato para o crescimento das
bactérias e a consequente producdo de sulfeto pelo seu metabolismo, portanto, o
desenvolvimento da corrosdo nos pontos P2, P8 e P9 possui origem biogénica.
Nota-se que no ponto P8 verificou-se maior crescimento de MRS, porque € o local
com condi¢cdes mais favoraveis ao seu desenvolvimento, juntamente com o P9.
Maiores valores de sulfato foram encontrados em P2, P8 e P9, que fornecem
condicBes para o crescimento dos MRS, no entanto, os baixos valores em P4 para o
sulfato (10mg/L) e sulfeto (2,65 mg/L) corroboram para a auséncia dos
microrganismos. Vale ressaltar que valores de sulfeto de 3 ppm séo suficientes para
afetar a producédo de petréleo, conforme observado na prética, porque interfere na
especificacdo do GLP (Gas liquefeito de petrdleo). Dessa forma, além de problemas
relacionados a corrosao das tubulacdes mesmo que nao seja de origem biogénica,
pode-se ter grandes prejuizos em relacéo a venda do produto final numa unidade de

tratamento de gas.

5.3.5 Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) e Demanda Quimica de Oxigénio

(DQO)

A Figura 5.19 apresenta valores médios de DBO variando entre 1153 mg/L e 2113
mg/L nos pontos P2, P8 e P9 e a Figura 5.20 os valores médios de DQO de 3562
mg/L a 11535 mg/L para P4, P2, P8 e P9.
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Figura 5.19: Valores médios e desvio padrdo para Demanda Bioquimica de
Oxigénio (DBO). Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a

5% de significancia para n=6. Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.
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Figura 5.20: Valores médios e desvio padrao para Demanda Quimica de Oxigénio
(DQO). Letras distintas indicam diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de

significAncia para n=6. Campanha no periodo de maio a dezembro de 2011.

N&o foi possivel detectar valores para a DBO no ponto P4 (jusante do gasoduto)
provavelmente devido a toxidez da amostra que dificultou a avaliacdo da DBO pela

baixa biodegradabilidade. Foi verificada uma diferenca significativa (p<0,05) entre as
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médias de P8 (tanque de agua produzida em T6) e P9 (tanque de &gua produzida
em T4), que pode ser explicado pela variacdo na composicdo da matéria organica
presente na agua produzida nesses pontos, considerando reservatérios de Oleo
localizados em regides distintas. Para a variavel DQO foi obtida uma diferenca
significativa (p<0,05) entre o P2 e os outros pontos (P4, P8 e P9). Para o ponto P2
possivelmente os valores de DQO estao diretamente relacionados aos altos valores
da turbidez. Em P8 e P9, a DQO pode vir principalmente do teor de soélidos totais e
em P4 pela injecdo de produtos quimicos no duto e teor de Oleos e graxas que

contribuem também para a turvacao da agua.

Quadro 5.1: Relacdo DQO/DBO

Pontos de Amostragem Relacdo DQO/DBO
P2 5,88
P8 3,65
P9 1,68

A problematica de avaliar a DBO possivelmente deve-se a inibicdo dos
microrganismos devido a alta toxicidade referente aos produtos quimicos
adicionados ao longo do duto para o ponto P4. A alta relacdo encontrada DQO/DBO
(Quadro 5.1) indica a biodegradabilidade da matéria organica do meio nos pontos

P2, P8 e P9, que nao foi suficiente para inibir o crescimento dos microrganismos.

Segundo von Sperling (1996) a relacéo entre os valores de DQO e DBO varia de
acordo com as caracteristicas do esgoto e a medida que passa pelas diversas
etapas do tratamento. Para aguas residuais de origem domestica, as relacbes entre
a DQO/DBO variam de 1,7 a 2,4. Comparativamente com os valores da relagao para
0 esgoto doméstico pode-se observar que 0s pontos P8 e P9 possuem
biodegradabilidade mais elevada que P2, o que explica o maior crescimento

microbiano neste pontos.

Os valores de DQO, DBO, sulfato e NMP de MRS/mL pelo método de microplacas
de 96 pocos (7° dia) podem ser visualizados no grafico da Figura 5.21. O ponto P4

nao possui os valores de DBO porque nao foi possivel realizar a anélise.
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DQO, DBO, sulfato e NMP de MRS/mL pelo Método de
microplacas de 96 pocos (M7)
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Figura 5.21: Comparagéo entre os variavels DQO, DBO, Sulfato e NMP de MRS/mL
pelo método de microplacas de 96 pocos (M7), respectivamente para cada ponto de

amostragem.
Legenda: DQO — Demanda Quimica de Oxigénio; DBO — Demanda Bioquimica de Oxigénio; SA —

Sulfato; A7 — Método microplacas de 96 po¢os com 7 dias de incubacéo.

Na Figura 5.21 visualiza-se que os pontos P2 (jusante do aqueduto), P8 (tanque de
agua produzida em T6) e P9 (tanque de 4gua produzida em T4) tem valores de DBO
altos, ou seja, ha matéria organica disponivel biodegradavel para ser consumida
pelos microrganismos como fonte de carbono em seu metabolismo. Adicionalmente,
verifica-se a importancia do ion sulfato para o crescimento dos microrganismos, pois
0 ponto P4 possui altos valores de DQO e baixos valores de sulfato, dentre outras
condi¢des ndo favoraveis, por isso, ndo houve crescimento de MRS. A DQO em P8
e P9 é um pouco menor que em P4, contudo, o sulfato disponivel € maior, dentre
outras condi¢cbes favoraveis, favorecendo o crescimento dos MRS. Além disso,
guanto maior a relagdo DBO/DQO implica em maior quantidade de matéria organica
biodegradavel para ser utilizada pelos microrganismos que contribui para o
desenvolvimento da biocorrosdo. Obteve-se uma relacdo DBO/DQO média de 0,15
para P2, 0,32 para P8 e 0,70 para o P9, portanto, observou-se maior crescimento

microbiano nos pontos P8 e P9 que obtiveram maior relagdo DBO/DQO.
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5.3.6. Matriz de correlacé@o entre os Parametros Fisico-Quimicos e Microbiolégicos

A correlacdo entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas pelo método
tradicional e o método de microplacas de 96 pocos (7° dia) para analise de
contagem de MRS nos pontos P2 (Quadro 111.1), P4 (Quadro IIl.2) que possui 0s
mesmos resultados para BANHT, P8 (Quadro 111.3) e P9 (Quadro 111.4) e BANHT nos
pontos P2 (Quadro 111.5), P8 (Quadro 111.6) e P9 (Quadro I11.7) estdo evidenciadas no
Apéndice Il

5.3.6.1 Matriz de Correlacéo para P2 (Jusante do Aqueduto)- MRS e BANHT

O aumento da temperatura leva ao aumento da condutividade dos ions sulfato no
meio que possibilita o maior crescimento microbiolégico dos MRS,
consequentemente, maior sera a geracdo de sulfeto com aumento também do
crescimento das BANHT, por isso, ha alta correlacdo positiva entre a temperatura e
o sulfato (rs= 0,971), a condutividade e o teor de sulfeto (rs= 0,829), nas andlises de
MRS e entre o sulfato e o sulfeto para BANHT (rs= 0,812).

Uma alta correlagdo positiva ocorreu entre o método tradicional e o método de
microplacas de 96 pocos (7° dia), tanto para MRS (rs=0,912) quanto BANHT
(rs=0,824), ou seja, a medida que um valor de contagem de microrganismos cresce
no método tradicional h4 uma forte tendéncia do valor também crescer pelo método

de microplacas de 96 pocos.

A faixa de pH entre 6 e 9 possibilita maior crescimento dos microrganismos, por iSso
houve correlacéo positiva entre o pH e os métodos tradicional (rs=0,812) e método
de microplacas de 96 pocos (rs=0,986) para crescimento de BANHT que precisam
de matéria organica para se desenvolver, portanto, ocorrera a reducao dos solidos
suspensos presentes no meio. Assim, foi observada uma correlagédo negativa (rs= -
0,928) entre o0 pH e a quantidade de sdlidos suspensos no meio nas analises de
MRS.

Nota-se uma correlacao forte negativa entre a alcalinidade e o NMP de MRS/mL (rs=
-0,812) e entre a amobénia e o NMP de MRS/mL (rs= -0,812) pelo método de
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microplacas de 96 pocgos (7° dia), pois quanto maior o valor da alcalinidade, hd uma
tendéncia na reducdo do crescimento destes microrganismos devido a excluséo
competitiva com as BRN’s que promove a redug¢ao do nitrato aumentando o valor do
nitrogénio amoniacal. Para Voordouw (2008), Garcia-de-Lomas et al. (2007) na
presenca de nitrato ocorre o crescimento de BRN’s, que em maior numero podem
competir mais intensamente por fontes de carbono, dificultando o crescimento dos
MRS.

5.3.6.2 Matriz de Correlacéo para P4 (Jusante do Gasoduto)- MRS e BANHT

No ponto P4 ndo houve correlacdo entre os parametros fisico-quimicos e o
crescimento dos MRS e BANHT, visto que a agua produzida nao possuia
caracteristicas favoraveis ao desenvolvimento dos microrganismos. Assim, ndo foi
verificado crescimento microbiano no ponto P4. Portanto, a Tabela 111.2 do Apéndice

[l infere apenas a correlacédo entre os parametros fisico-quimicos.

5.3.6.3 Matriz de Correlacao para P8 (Tanque de &gua produzida em T6) — MRS e
BANHT

A alta correlacdo positiva foi observada entre o método tradicional (frascos 28 dias) e
o método de microplacas de 96 pocos (7° dia) (rs=0,912- MRS e rs=0,943 - BANHT)
para MRS e BANHT, conforme j& explicado no item 5.4.1. Adicionalmente, a faixa de
pH entre 6 e 9 é propicia para o desenvolvimento dos MRS, portanto, a medida que
a dureza aumenta, ha uma tendéncia no aumento dos microrganismos redutores de
sulfato, por isso, houve uma correlagdo positiva entre a dureza e o crescimento
microbiano pelo método tradicional para BANHT. Além disso, o0 aumento dos ions
sulfato no meio propicia um maior crescimento dos MRS, portanto, observa-se uma
correlagao positiva (rs= 0,829) entre o aumento do sulfato no meio e o crescimento

das BANHT pelo método de microplacas de 96 pocos.

5.3.6.4 Matriz de correlacdo P9 (Tanque de agua produzida em T4) — MRS e BANHT

A correlagéo positiva foi observada entre o método tradicional (frascos 28 dias) e o
meétodo de microplacas de 96 pocos (7° dia) (rs= 0,814 -MRS e rs=0,928 - BANHT),
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para MRS e BANHT, conforme justificado no item 5.4.1. Em contraparitda, nota-se
uma correlagdo negativa entre a alcalinidade e o crescimento de MRS pelo método
tradicional (rs=-0,812), e entre a amoénia e o0 crescimento dos MRS pelo método

tradicional (rs=-0,986), conforme também fundamentado no item 5.4.1.

Obteve-se uma correlacao positiva para MRS e BANHT entre os STV e o sulfato
(rs=0,886), porque o maior valor de sulfato no meio permite o aumento do
crescimento microbiano, com maior geracdo de substancias volateis. Uma forte
correlagdo positiva também foi observada para BANHT entre os parametros sulfeto e
as andlises microbilégicas pelos métodos tradicional (rs=0,829) e método de
microplacas de 96 pocos (rs=0,899), pois quanto maior o crescimento dos MRS

(grupo incluso em BANHT), maior seré a geracao de sulfeto.

O aumento da condutividade do eletrélito propicia o maior crescimento
microbiolégico dos MRS, consequentemente, maior sera o consumo dos solidos
suspensos totais existentes no meio para o seu desenvolvimento metabdlico, por
isso, obteve-se uma forte correlacéo negativa (rs=-0,886) entre a condutividade e os
SST para MRS.
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6. CONCLUSOES

e O desenvolvimento de um novo método de contagem de NMP de MRS/mL e
NMP de BANHT/mL demonstrou uma vantagem significativa do tempo de
processamento inferior da andlise (7 dias) na obtencdo do diagnéstico rapido em

comparacao com o método tradicional (28 dias).

e A nova metodologia pesquisada possivelmente podera ser empregada nha
industria de petrdleo e gas com a finalidade de contribuir para o monitoramento da
corroséo influenciada microbiologicamente (CIM), promover a economia de espaco e
reducdo de custos na andlise e controle dos microrganismos, assim como evitar

prejuizos sécio-econdmico-ambientais.

e Os resultados demonstraram a importancia do ion sulfato em relagdo as outras
variaveis fisico-quimicas no que tange a sua influéncia no crescimento de MRS e
BANHT, pois o ponto P4 (gasoduto) apresentou altos valores de DQO e baixos
valores de sulfato, portanto, ndo houve crescimento de MRS, enquanto P2, P8 e P9
tiveram crescimento com maiores valores de sulfato na agua produzida. Cabe
ressaltar que a relacdo DQO/DBO em P2 (aqueduto), P8 (tanque de agua produzida)
e P9 (tanque de agua produzida) contribuiu para o crescimento microbiano nestes
locais. A toxicidade da agua produzida observada principalmente no ponto P4

possivelmente causou inibicdo dos microrganismos.

7. RECOMENDACOES

e Desenvolver o novo método proposto na forma de um kit comercial a fim de
tornar o diagnéstico mais rapido, pratico e acessivel aos laboratoérios da industria do

petréleo e gas.

e Aplicar a nova metodologia na industria do petroleo com o intuito de obter o
resultado mais rapido, possibilitando construir um banco de dados sobre o local
monitorado e atuar de forma preventiva e/ou corretiva na reducdo dos possiveis

impactos decorrentes da bicocorrosao.
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e Aperfeicoar a aplicagdo da nova metodologia de deteccdo para Bactérias
Anaerdbias Heterotroficas Totais (BANHT) a partir de maior investigacao cientifica,
para eliminar os problemas relacionados a dificuldade na visualizacdo da turvacéo
dos pocos nas microplacas, em funcdo do meio de cultura ndo ser seletivo para o

crescimento destes microrganismos.

e Realizar pesquisas que associem o nivel de corrosdo (leve, médio ou alto) ao
namero de bactérias encontradas nos diversos ambientes para que o diagndstico
seja mais preciso e demonstre a real criticidade da biocorrosdo presente nos

sistemas de petrdleo e gés.
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Apéndice | — Estatistica Descritiva dos parametros fisico-quimicos
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P4 P2 P8 P9
Parametros cvV
MED ~DP CV(%) MA MED DP oo MA MED DP CV (%) MA MED DP CV (%)
pH 560 552 043 8% 587 591 029 5% 6,63 6,49 016 2% 6,51 6,49 016 2%
Cond (uS/lcm) 4,69 421 128 27% 509 514 035 7% 44,92 4955 13,02 29% 46,39 4598 846  18%
T (°C) 2950 30,00 1,22 4% 2983 30,00 1,60 5% 30,33 30,00 151 5% 3333 3300 137 4%
OD (ppb) - - - - 10,00 1000 000 - 100,00 100,00 000 0% 4333 40,00 1506 35%
Turbidez (UNT) 301,97 183,42 341,00 113% 283,84 100,98 38535 136% 54,51 51,60 27,74 51% 7548 5593 5125 68%
SST(mg/l) 0,10 0,03 0,17 - 016 008 020 - 0,38 036 011 28% 0,26 027 014 54%
ST(mglL) 385 394 109 28% 2090 371 41,57 199% 11835 119,44 7,90 7% 93,47 83,46 4234  45%
SSv(mg/ll) 006 002 0,11 - 005 002 009 - 0,34 032 011 33% 014 013 0,12 ;
STV (mg/lL) 301 284 099 33% 19,02 3,36 38,16 201% 9823 100,18 6,77 7% 68,08 62,49 42,77 63%
DBOs (mglL) ; ; ; - 1558 1558 675 43% 1153 1200 188 16% 2114 2003 482  23%
DQO (mg/ll) 3631 2349 3645 100% 11536 7914 6523 57% 4214 2032 2411 57% 3563 3985 1277 36%
DQO/DBO ; ; ; - 7.41 ; - - 3,65 - - - 1,69 - ; ;
DBO/DQO ; ; ; - 0,14 ; - - 0,27 - - - 0,59 - ; ;
Sulfato (mg/L) 10,31 10,34 568 55% 71,61 17,05 27.02 38% 67,05 42,33 1751 26% 4459 4233 17,51 39%
Sulfeto (mg/L) 2,65 2,45 104 39% 547 583 077 14% 8,04 767 175 22% 10,26 970 243  24%
O'eo(smegﬁ;axas 136,52 24,73 26586 195% 2500 1550 24,82 99% 247,17 170,50 193,89 78% 117,19 69,09 173,55 148%
NHs (mg/L) 27,45 2821 13,61 50% 32,08 34,64 1569 49% 162,75 150,58 74,35 46% 59,60 59,09 41,86 70%
Dureza (mg/L) 0,00 0,00 0,00 - 000 000 000 - 29742 312,63 9137 - 673,98 74415 307,66 -
Salinidade(mg/L) 1424,56 2389,61 779  55% 2262,01 2433,62 505 22% 64500,83 66479,39 9910 15% 87757,18 93009,45 24559  28%
A'ngrg‘éad/‘i()mg 226,13 193,85 170.26 75% 330,55 337,82 191,55 58% 283,16 250,63 116,66 41% 222,86 174,06 146,72 66%
3
Fe (mg/L) 267 250 082 31% 267 250 082 31% 2,83 300 089 32% 3,00 3,00 089  30%

Legenda: MA — Média Aritmética; DP — Desvio Padrédo; VAR — Variancia; CD- Condutividade; TE — Temperatura; OD — Oxigénio Dissolvido; TUR — Turbidez;

SST- Sélidos Suspensos Totais; ST- Sélidos Totais; SSV — Solidos Suspensos Volateis; STV- Sélidos Totais Volateis; DBO — Demanda Bioquimica de

Oxigénio; DQO — Demanda Quimica de Oxigénio.
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Apéndice Il —Resultados da analise de BRS e BANHT em todos os pontos de amostragem, através do método
tradicional e método de microplacas de 96 pocos (Dados Brutos)

Tabela ll. 1 - Resultados da analise de BRS em todos os pontos de amostragem para o método tradicional e

de microplacas de 96 pocos (NMP de MRS/mL)

Data da Método Método de Microplacas de 96 pogos
Campanhas . oculagao  AMOStas ngg'g;gg)a' 12 Obs. (7 dias) 22 Obs. (14 dias) 32 Obs. (21 dias) 42 Obs. (28 dias)
P1 4.62E+03 3.86E+03 2 23E+03 2 23E+03 2 23E+03
P2 4.24E+03 8.15E+03 6.92E+03 6.92E+03 6.92E+03
13/mai P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
12 Campanha P5 1.49E+02 1.64E+03 2.23E+03 3.82E+03 5.18E+03
P6 6.35E+02 1.60E+04 1.55E+04 1.77E+04 1.77E+04
o6/ma p7 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P8 1.49E+03 1.21E+03 1.21E+03 1.21E+03 1.21E+03
P9 9.18E+02 2.15E+02 2 15E+02 9.59E+02 9.79E+02
P1 1.10E+04 1.23E+03 1.23E+03 4.54E+02 4.54E+02
P2 7.49E+01 1.25E+03 1.25E+03 1.25E+03 1.25E+03
29/jun P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
22 Campanha P5 2.31E+04 1.64E+03 2.15E+03 3.10E+03 4.00E+03
P6 9.04E+02 9.13E+03 5.63E+03 9.01E+03 9.84E+03
o5/ p7 9.18E+00 2 15E+02 2 15E+02 2 15E+02 4.45E+02
P8 2 31E+04 1.15E+04 1.15E+04 2 75E+04 1.09E+05
P9 1.49E+02 2 15E+02 2 15E+02 2 15E+02 2 15E+02
P1 1.10E+03 2 11E+03 3.10E+02 3.10E+02 3.10E+02
P2 9.16E+00 0.00E+00 9.59E+02 9.59E+02 9.59E+02
05/ago P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
38 Campanha P5 9.18E+02 2.15E+02 2. 15E+02 2. 15E+02 2. 15E+02
P6 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
12/ago p7 3.57E+00 2. 15E+02 2 15E+02 2 15E+02 2 15E+02
P8 2 31E+04 4.62E+03 6.02E+03 2.23E+03 1.64E+04
P9 4.62E+02 2 15E+03 2 15E+03 5.55E+03 9.59E+03
p1 3.57E+00 9.59E+02 9.59E+02 9.59E+02 9.59E+02
P2 1.99E+01 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
25/ago P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
42 Campanha P5 4.26E+04 4.45E+02 4.45E+02 9.59E+02 1.90E+03
P6 7.94E+01 1.16E+03 1.16E+03 1.16E+03 1.16E+03
3l/ago p7 3.57E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P8 4.62E+02 2 15E+02 4.65E+03 2.03E+03 2 11E+03
P9 1.49E+02 2 15E+02 2. 15E+02 2 15E+02 2 15E+02
P1 3.57E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P2 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
16/set P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
52 Campanha P5 4.26E+04 4.45E+02 4.45E+02 9.59E+02 1.90E+03
P6 2.42E+02 1.22E+03 2 52E+03 2 52E+03 2 52E+03
/ p7 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
31/ago P8 3.60E+02 2. 15E+02 2. 15E+02 2. 15E+02 2. 15E+02
P9 3.57E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
p1 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P2 2 10E+01 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
18/out P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
62 Campanha P5 4.26E+04 2.15E+02 7.46E+03 8.35E+03 2.58E+04
PG 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
/ p7 2 30E+02 2 15E+03 2.15E+03 2 15E+03 2 15E+03
19fout P8 9.59E+02  9.59E+02 9.50E+02 9.50E+02 9.59E+02
P9 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00




114

Tabela ll. 2 - Resultados da analise de MRS em todos 0s pontos de amostragem para o método tradicional e
metodo de microplacas de 96 pocos - Dados logaritmizados (Log10 (NMP de MRS/mL + 2)

Método Método de Microplacas de 96 pogos
Campanhas | Data del Amostras Tradicional . ) . )
noculagao (28 dias) 12 Obs. (7 dias) 22 Obs. (14 dias) 32 Obs. (21 dias) 42 Obs. (28 dias)
P1 3.66 3.59 3.35 3.35 3.35
P2 3.63 3.91 3.91 3.91 3.91
13/mai P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
12 Campanha P5 2.17 3.21 3.35 3.58 3.71
P6 2.80 4.20 4.20 4.26 4.26
. P7 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
26/mai
P8 3.17 3.05 3.05 3.05 3.05
P9 2.96 2.33 2.33 1.98 2.92
P1 4.04 3.09 3.45 2.64 2.64
P2 1.87 3.10 3.10 3.10 3.10
29/jun P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
22 Campanha P5 4.36 3.10 3.33 3.49 3.59
P6 2.96 3.96 3.75 3.96 3.99
. P7 0.96 0.84 0.84 0.84 0.89
05/jul
P8 4.36 5.17 4.06 4.44 5.04
P9 2.17 2.33 2.33 2.33 2.33
P1 3.04 3.32 2.49 2.49 2.49
P2 0.96 0.30 2.98 2.98 2.98
05/ago P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
32 Campanha P5 2.96 2.33 2.33 2.33 2.33
P6 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P7 0.55 0.84 0.84 0.84 0.84
12/ago
P8 4.36 3.66 3.76 3.19 4.22
P9 2.66 3.33 3.33 3.74 3.98
P1 0.55 2.98 2.98 2.98 2.98
P2 1.30 0.30 0.30 0.30 0.30
25/ago P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
42 Campanha P5 4.63 2.65 2.65 2.98 3.28
P6 1.87 3.06 3.06 3.06 3.06
P7 0.55 0.30 0.30 0.30 0.30
31/ago
P8 2.66 2.33 3.67 3.31 3.32
P9 2.17 2.33 2.33 2.33 2.33
P1 0.55 0.30 0.30 0.30 0.30
P2 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
16/set P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
52 Campanha P5 4.44 3.33 4.40 4.32 3.33
P6 2.38 3.09 3.40 3.40 3.40
P7 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
31/ago
P8 2.56 2.33 2.33 2.33 2.33
P9 0.55 0.30 0.30 0.30 0.30
P1 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P2 1.32 0.30 0.30 0.30 0.30
18/out P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
62 Campanha P5 4.63 2.33 3.87 3.91 2.33
P6 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P7 2.36 3.33 3.33 3.33 3.33
19/out
P8 3.96 2.98 2.98 2.98 2.98
P9 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
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Tabela ll. 3 - Resultados da analise de BANHT em todos os pontos de amostragem para o método tradicional
e método de microplacas de 96 pocos (NMP de BANHT/mL)

Método Método de Microplacas de 96 pocos
Campanhas Inlcg)gtellad% Amostras Tradicional _ . _ _
ao (28 dias) 12 Obs. (7 dias) 22 Obs. (14 dias) 32Obs. (21 dias) 42 Obs. (28 dias)

P1 7.24E+04 9.59E+05 9.59E+05 9.59E+05 9.59E+05

P2 1.43E+04 2.31E+04 2.31E+04 2.31E+04 2.31E+04

13/mai P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

12 Campanha P5 2.04E+03 1.25E+04 1.57E+05 1.55E+05 1.55E+05
P6 6.35E+04 9.83E+06 3.11E+07 3.11E+07 3.11E+07

26/mai P7 2.30E+03 2.31E+05 2.31E+05 2.31E+05 2.31E+05

P8 2.42E+01 4.45E+02 4 45E+01 2.15E+03 2.15E+03

P9 1.51E+01 5.81E+02 5.81E+02 6.81E+02 6.81E+02

P1 2.40E+02 9.59E+03 1.36E+03 1.36E+04 1.36E+04

P2 2.31E+01 1.09E+05 1.09E+05 1.09E+05 1.09E+05

29/jun P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

22 Campanha P5 4.59E+04 5.19E+04 1.57E+04 1.90E+04 1.15E+05
P6 9.04E+04 6.98E+05 6.98E+05 6.98E+05 6.98E+05

05/jul P7 7.40E+01 1.57E+04 1.57E+04 1.57E+04 1.57E+04

P8 4.26E+04 8.15E+03 1.49E+05 1.49E+05 7.31E+04

P9 3.85E+01 2.15E+02 5.55E+02 6.53E+02 7.46E+02

P1 4.62E+02 1.04E+03 2.31E+04 4.00E+05 7.31E+05

P2 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

05/ago P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

32 Campanha P5 1.10E+03 1.90E+03 3.88E+04 6.07E+04 6.66E+04
P6 3.41E+06 1.71E+06 1.71E+06 1.71E+06 1.71E+06

12/ago P7 2.40E+02 1.36E+04 1.36E+04 1.36E+04 1.36E+04

P8 4.22E+03 8.35E+02 7.05E+03 5.81E+03 4.29E+04

P9 1.49E+02 8.15E+03 8.15E+03 6.02E+04 2.11E+05

P1 1.14E+01 2.15E+02 2.15E+02 2.15E+02 2.15E+02

P2 2.36E+01 1.92E+03 2.31E+03 1.44E+03 1.44E+03

25/ago P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

42 Campanha P5 9.19E+03 2.31E+03 1.92E+04 6.92E+04 6.92E+04
P6 5.36E+00 7.33E+04 7.33E+04 1.04E+06 4.63E+00

31/ago P7 1.10E+03 9.59E+03 9.59E+03 9.59E+03 9.59E+03

P8 7.49E+03 3.92E+03 9.30E+03 1.40E+04 1.55E+04

P9 9.33E+01 6.92E+02 2.07E+03 1.36E+03 1.26E+03

P1 1.47E+01 4.45E+02 3.86E+02 1.36E+03 1.36E+03

P2 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

16/set P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

52 Campanha P5 7.40E+03 3.88E+03 2.99E+04 2.89E+04 2.15E+04
P6 4.19E+00 2.06E+04 8.86E+04 8.86E+04 4.20E+00

P7 4.04E+01 9.59E+03 0.00E+00 9.59E+03 9.59E+03

8l/ago P8 4.24E+03 1.36E+03 3.10E+03 3.86E+03 5.55E+03

P9 3.57E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P1 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P2 2.10E+01 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

18/out P3 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

P4 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00

62 Campanha P5 1.46E+04 1.25E+03 1.40E+05 3.21E+04 1.49E+05
P6 4.61E+02 1.16E+04 1.47E+04 1.47E+04 1.47E+04

P7 8.19E+05 1.25E+06 1.23E+06 1.23E+06 1.23E+06

19/out P8 9.19E+03 2.31E+04 6.54E+05 6.54E+05 4.62E+05

P9 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00 0.00E+00
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Tabela ll. 4 - Resultados da analise de BANHT em todos os pontos de amostragem para o método tradicional
e método de microplacas de 96 pocos - Dados logaritmizados (Log10 (NMP de BANHT/mL + 2)

Método Método de Microplacas de 96 pocos
Campanhas | Data del Amostras Tradicional . ) . )
noculagao (28 dias) 12 Obs. (7 dias) 22 0Obs. (14 dias) 32 0bs. (21 dias) 42 Obs. (28 dias)
P1 4.86 5.98 5.98 5.98 5.98
P2 4.15 4.36 4.36 4.36 4.36
13/mai P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
12 Campanha P5 3.31 4.10 5.20 5.19 5.19
P6 4.80 6.99 7.49 7.49 7.49
. P7 3.36 5.36 5.36 5.36 5.36
26/mai
P8 1.38 2.65 2.65 3.33 3.33
P9 1.18 2.73 2.73 2.79 2.79
P1 2.38 3.98 3.28 4.13 4.13
P2 1.36 5.04 5.04 5.04 5.04
29/jun P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
22 Campanha P5 4.66 4.71 3.33 4.36 5.06
P6 4.96 5.84 5.84 5.84 5.84
. P7 1.87 4.20 4.20 4.20 4.20
05/jul
P8 4.63 3.91 5.17 5.17 4.84
P9 1.59 2.33 2.74 281 2.86
P1 2.66 3.01 4.25 5.60 5.84
P2 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
05/ago P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
32 Campanha P5 3.04 3.28 455 4.76 4.76
P6 6.53 6.23 6.23 6.23 6.23
P7 2.38 4.13 4.13 4.13 4.13
12/ago
P8 3.62 2.91 3.81 3.74 4.59
P9 2.17 3.91 3.91 4,76 5.32
P1 1.06 2.33 2.33 2.33 2.33
P2 1.37 3.28 3.36 3.05 3.05
25/ago P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
42 Campanha P5 3.96 3.36 4.28 4.84 4.84
P6 4.04 4.87 4.87 6.02 5.91
P7 3.04 3.98 3.98 3.98 3.98
31/ago
P8 3.87 3.59 3.97 4.15 4.19
P9 1.97 2.84 3.30 3.13 3.09
P1 1.17 2.65 2.57 3.13 3.13
P2 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
16/set P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
52 Campanha P5 3.87 3.57 4.47 4.46 4.33
P6 4.94 4.31 4.95 4.95 4.95
P7 1.61 3.98 3.98 1.61 1.61
31/ago
P8 3.63 3.13 3.49 3.58 3.74
P9 0.55 0.30 0.30 0.30 0.30
P1 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P2 1.32 2.33 2.33 2.33 2.33
18/out P3 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
P4 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
62 Campanha P5 4.17 3.10 5.15 4.42 5.17
P6 2.66 4.06 4.17 4.17 4.17
P7 5.91 6.10 6.02 6.02 6.02
19/out
P8 3.96 4.36 5.81 5.81 5.66
P9 0.30 0.30 0.30 0.30 0.30
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Apéndice Il — Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbioldgicas pelo método tradicional e 0 método de microplacas de 96 pocos (7° dia)
para analise de contagem de MRS

Quadro lll. 1 - Correlacéo entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem de NMP de MRS/mL no ponto P2

P2-BRS | pQo | sSuLFA | Toc | pH COND T NTU SST ST ssv | stv | SULFE | NH3 DUR | ALC Fe DBO | FR28 P7

DQO rs | 1,000 | 0657 | 0600 | -0200 | -0543 | 0,618 | -0,257 | 0,000 | -0,257 | -0,086 | -0,029 | -0,600 | 0,200 | 0,314 | 0,714 | -0,154 | 0,912" | -0,377 | -0,348

p . 0,156 | 0,208 | 0,704 | 0266 | 0,191 | 0,623 | 1,000 | 0,623 | 0,872 | 0,957 | 0,208 | 0704 | 0544 | 0,111 | 0,770 | 0,011 | 0,461 | 0,499

SULFA rs | 0,657 | 1,000 | 0,714 | -0,657 | -0,429 |0,971"| 0,257 | 0,493 | -0,143 | 0,029 | 0,143 | -0,086 | 0,600 | 0,771 | 0,600 | 0,278 | 0,677 | -0,145 |-0,0319

p | 0,156 . 0,111 | 0,156 | 0,397 | 0,001 | 0,623 | 0321 | 0,787 | 0,957 | 0,787 | 0872 | 0,208 | 0,072 | 0,208 | 0,594 | 0,140 | 0,784 | 0,538

TOG rs | 0,600 | 0,714 | 1,000 | -0,200 | -0,771 | 0,647 | 0,429 | 0,029 | 0,143 | -0,371 | -0,486 | -0429 | 0,314 | 0,371 | 0,486 | 0,679 | 0,794 | 0,116 | -0,029

p | 0208 0111 . 0,704 | 0,072 | 0,165 | 0,397 | 0,957 | 0,787 | 0,468 | 0,329 | 0397 | 0544 | 0,468 | 0,329 | 0,138 | 0,059 | 0,827 | 0,957

pH rs |-0,200| -0,657 |-0,200| 1,000 | 0,086 |-0,736 | 0,086 | -0,928" | -0,371 | -0,714 | -0,657 | -0,086 | -0,657 |-0,886 | -0,143 | -0,123 | -0,294 | 0,348 | 0,319

p 0704 | 0,156 | 0,704 . 0,872 | 0,006 | 0,872 | 0,008 | 0468 | 0,111 | 0,156 | 0,872 | 0,156 | 0,019 | 0,787 | 0,816 | 0,571 | 0,499 | 0,538

COND rs |-0,543| -0,429 [-0,771| 0,086 | 1,000 |-0,500 | -0,371 | -0,116 | -0,257 | 0,086 | 0,600 | 0,829" | -0,543 | 0,029 | -0,714 | -0,370 | -0,647 | 0,406 | 0,493

p 0266 | 0397 |0072] 0872 . 0,312 | 0468 | 0827 | 0623 | 0,872 | 0,208 | 0042 | 0266 | 0957 | 0,111 | 0,470 | 0,165 | 0,425 | 0,321

T rs | 0,618 | 0,971” | 0,647 | -0,736 | -0,500 | 1,000 | 0,265 | 0,642 | -0,059 | 0,206 | 0,277 | 0,177 | 0,765 | 0,736 | 0,677 | 0,207 | 0,621 | -0,343 | -0,508

p 0191 [ 0001 [o0165]| 0096 | 0312 . 0612 | 0169 [ 0912 | 0,695 | 0,738 | 0,738 | 0,076 | 0,096 | 0,140 | 0,695 | 0,188 | 0,505 [ 0,304

NTU rs |-0257| 0,257 | 0,429 | 0,086 | -0,371 | 0,265 | 1,000 | 0,058 | -0,086 | -0,429 | -0,600 | 0,143 | 0,429 | -0,086 | 0,257 | 0617 | -0,177 | 0,261 | -0,116

p J0623| 0623 | 0397 | 0872 | 0468 | 0,612 . 0,913 | 0,872 | 0,397 | 0,208 | 0,787 | 0397 | 0,872 | 0,623 | 0,192 | 0,738 | 0,618 | 0,827

SST rs | 0,000 | 0,493 | 0,029 |[-0928"| -0,116 | 0,642 | 0,058 | 1,000 | 0,377 | 0,812" | 0,580 | 0,058 | 0,812" | 0,667 | 0,203 | 0,031 | 0,045 | -0,515 | -0,529

p | 1000| 0321 | 0957 | 0,008 | 0827 | 0,169 | 0,913 . 0,461 | 0,050 | 0,228 | 0913 | 0,050 | 0,248 | 0,700 | 0,953 | 0,933 | 0,296 | 0,280

ST s |-0257| -0,143 | 0,143 | -0,371 | -0,257 | -0,059 | -0,086 | 0,377 | 1,000 | 0,486 | 0,029 | -0,257 | 0,143 | 0,200 | -0,371 | 0,494 | 0,088 | -0,058 | 0,145

p |0623| 0787 | 0,787 | 0468 | 0623 | 0912 [ 0,872 | 0461 . 0,329 | 0,957 | 0623 | 0,787 | 0,704 | 0,468 | 0,320 | 0,868 | 0,913 | 0,784

ssv  rs |-0086| 0029 |-0371|-0,714 | 0,086 | 0,206 | -0,429 | 0,812 | 0,486 | 1,000 | 0,714 | -0,086 | 0486 | 0,371 | -0,029 | -0,339 | -0,088 | -0,667 | -0,464

p Jos72| 0957 | 0468 ]| 0,111 | 0,872 | 0,695 | 0,397 | 0,050 | 0,329 . 0,111 | 0872 | 0329 | 0,468 | 0957 | 0510 | 0,868 | 0,148 | 0,354

STV  rs |-0,029| 0,143 |-0.486| -0,657 | 0,600 | 0,177 | -0,600 | 0,580 | 0,029 | 0,714 | 1,000 | 0429 | 0,086 | 0,600 | -0,257 | -0,463 | -0,118 | -0,232 | -0,058

p 0957 | 0787 | 0329] 0,156 | 0,208 | 0,738 | 0,208 | 0,228 | 0,957 | 0,111 . 0,397 | 0872 | 0,208 | 0,623 | 0,355 | 0,824 | 0,658 | 0913

SULFE rs |-0,600| -0,086 |-0,429| -0,086 | 0,829" |-0,177 | 0,143 | 0,058 | -0,257 | -0,086 | 0,429 | 1,000 | -0,257 | 0,257 | -0,600 | 0,062 | -0,618 | 0,609 | 0,493

p |0208| 0872 | 0397 | 0872 | 0042 | 0,738 | 0,787 | 0913 [ 0,623 | 0,872 [ 0,397 . 0,623 | 0623 | 0,208 | 0,908 | 0,191 | 0,200 | 0,321

NH3 rs | 0,200 | 0,600 | 0314 | -0,657 | -0,543 | 0,765 | 0,429 | 0,812 | 0,143 | 0,486 | 0,086 | -0,257 | 1,000 | 0,371 | 0,657 | 0,093 | 0,177 | -0,638 | -0,812"

p 0704 | 0208 | 0544 | 0,156 | 0,266 | 0,076 | 0,397 | 0,050 | 0,787 | 0,329 | 0,872 | 0,623 . 0,468 | 0,156 | 0,862 | 0,738 | 0,173 | 0,050

DUR s | 0314 | 0771 | 0,371 |-0,886"| 0,029 | 0,736 | -0,086 | 0,667 | 0,200 | 0,371 | 0,600 | 0,257 | 0,371 | 1,000 | 0,029 | 0,278 | 0,441 | 0,029 | 0,029

p o544 | 0072 | 0468 | 0019 | 0957 | 0,096 | 0,872 | 0,148 | 0,704 | 0,468 | 0,208 | 0,623 | 0,468 . 0,957 | 0,594 | 0,381 | 0,957 | 0,957

ALC s | 0714 | 0,600 | 0,486 | -0,143 | -0,714 | 0,677 | 0,257 | 0,203 | -0,371 | -0,029 | -0,257 | -0,600 | 0,657 | 0,029 | 1,000 | -0,185 | 0,530 | -0,638 | -0,812"

p |o111| 0208 |0329]| 0,787 | 0,111 | 0,240 | 0,623 | 0,700 | 0468 | 0,957 [ 0,623 | 0,208 | 0,156 [ 0,957 . 0,725 | 0,280 | 0,173 | 0,050

Fe rs |-0,154| 0,278 | 0679 | -0,123 | -0,370 | 0,207 | 0,617 | 0,031 | 0494 | -0,339 | -0,463 | 0,062 | 0,093 | 0,278 | -0,185 | 1,000 | 0,207 | 0,564 | 0,423

p Jo770| 0594 | 0,138 0816 | 0470 | 0,695 | 0,292 | 0953 | 0,320 | 0,510 | 0,355 | 0,908 | 0,862 | 0594 | 0,725 . 0,695 | 0,244 | 0,404

DBO s |0912°| 0,677 | 0,794 | -0,294 | -0,647 | 0,621 | -0,177 | 0,045 | 0,088 | -0,088 | -0,118 | -0,618 | 0,177 | 0,441 | 0,530 | 0,207 | 1,000 | -0,194 | -0,134

p Jo011| 0,140 | 0,059 | 0571 | 0,165 | 0,288 | 0,738 | 0,933 | 0,868 | 0,868 | 0,824 | 0,291 | 0,738 | 0,381 | 0,280 | 0,695 . 0,713 | 0,800

FR28 rs |-0,377| -0,145 | 0,116 | 0,348 | 0,406 | -0,343 | 0,261 | -0,515 | -0,058 | -0,667 | -0,232 | 0,609 | -0,638 | 0,029 | -0,638 | 0,564 | -0,194 | 1,000 | 0,912

p |o0461| 0784 | 0827 | 0,499 | 0425 | 0505 [ 0,618 | 0,296 | 0913 | 0,148 | 0658 | 0200 [ 0,173 | 0,957 | 0,173 | 0,244 | 0,713 . 0,011

P7 rs |-0,348| -0,319 [-0,029| 0,319 | 0,493 | -0,508 | -0,116 | -0,529 | 0,145 | -0,464 | -0,058 | 0,493 | -0,812" | 0,029 | -0,812" | 0,423 | -0,134 | 0,912" | 1,000
p J0499| 0538 | 0957 | 0538 | 0321 | 0,304 | 0,827 | 0,280 | 0,784 | 0,354 | 0,913 | 0,321 | 0,050 | 0,957 | 0,050 | 0,404 | 0,800 | 0,011

rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)



Quadro Ill. 2 - Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem

de NMP de MRS/mL e BANHT/mL no ponto P4

P4 -BRSe FR28 e

BANHT pH COND T SST ST DQO NTU TOG | SULFA | SULFE ALC FE SSV STV NH3 P7
pH rs 1,000| 00,143]| -0,091]| -0,213 -0,086|-0,771| -0,257| -0,429| -0,087( 0,406 0,200 -0,370 -0,261 0,543 0,174 -
p 0,787| 0,864| 0,686 0,872| 0,072] 0,623 0,397 0,870 0,425 0,704 0,470 0,618 0,266 0,742 -

COND rs 0,143 1,000| 0,577| 0,334 0,086 0,086| -0543| -0,029| -0,551| -0,232 -0,086 -0,309 -0,319 0,143 -0,058 -
p 0,787 0,231| 0,518 0,872| 0,872| 0,266 0,957 0,257| 0,658 0,872 0,552 0,538 0,787 0,913 -

T rs -0,091 0,577 1,000| 0,613 0,334| 0,213| -0,152| -0,455| -0,092| 0,400 0,577 -0,164 0,308 | 0-,030 0,277 -
p 0,864 0,231]. 0,196 0,518| 0,686 0,774 0,364 0,862| 0,431 0,231 0,756 0,553 0,954 0,595 -

SST rs -0,213 0,334 0,613] 1,000 0,880 | 0,698| -0,455 0,152 0,554 | -0,092 0,638 -0,328 0,770 0,334 0,647 -
p 0,686 0,518| 0,196]. 0,021| 0,123]| 0,364 0,774 0,254 0,862 0,173 0,526 0,073 0,518 0,165 -

ST rs -0,086 0,086 | 0,334 0,880 1,000| 0,657| -0,200 0,371 0,754 | -0,174 0,714 -0,617 0,754 0,657 0,899 -
p 0,872 0,872| 0,518 0,021 0,156 0,704 0,468 0,084 0,742 0,111 0,192 0,084 0,156 0,015 -

DQO rs -0,771 0,086 0,213| 0,698 0,657 1,000| -0,086 0,657 0,435| -0,580 0,143 -0,123 0,551 0,029 0,348 -
p 0,072 0,872| 0,686| 0,123 0,156 (. 0,872 0,156 0,389 0,228 0,787 0,816 0,257 0,957 0,499 -

NTU rs -0,257| -0,543] -0,152| -0,455 -0,200( -0,086( 1,000 0,029 0,000( 0,203 0,086 -0,093 -0,145| -0,086 0,087 -
p 0,623 0,266 0,774| 0,364 0,704 0,872]. 0,957 1,000| 0,700 0,872 0,862 0,784 0,872 0,870 -

TOG rs -0,429| -0,029]| -0,455| 0,152 0,371| 0,657 0,029 1,000 0,232 -0,928" -0,314 -0,339 0,000 0,314 0,203 -
p 0,397 0,957 0,364| 0,774 0,468| 0,156| 0,957]. 0,658 | 0,008 0,544 0,510 1,000| 0,544 0,700 -

SULFA rs -0,087| -0,551]-0,092| 0,554 0,754 0,435| 0,000 0,232 1,000| 0,059 0,638 -0,204 0,882"| 0,406 0,721 -
p 0,870 0,257 0,862| 0,254 0,084| 0,389| 1,000 0,658]. 0,912 0,173 0,699 0,020 0,425 0,106 -

SULFE rs 0,406 -0,232| 0,400 -0,092 -0,174|-0,580| 0,203 | -0,928" 0,059 1,000 0,551 0,188 0,206 -0,145 0,074 -
p 0,425 0,658 0,431] 0,862 0,742] 0,228 0,700 0,008 0,912 0,257 0,722 0,696 0,784 0,890 -

ALC rs 0,200| -0,086| 0,577| 0,638 0,714] 0,143 0,086| -0,314 0,638| 0,551 1,000 -0,463 0,725 0,486 0,841 -
p 0,704 0,872 0,231] 0,173 0,111) 0,787 0,872 0,544 0,173| 0,257{. 0,355 0,103 0,329 0,036 -

FERRO rs -0,370| -0,309] -0,164| -0,328 -0,617|-0,123| -0,093| -0,339| -0,204( 0,188 -0,463 1,000 -0,016 | -0,926" -0,783 -
p 0,470 0,552| 0,756| 0,526 0,192| 0,816| 0,862 0,510 0,699 0,722 0,355 0,977 0,008 0,066 -

SSV rs -0,261| -0,319| 0,308| 0,770 0,754 0,551 -0,145 0,000 0,882"| 0,206 0,725 -0,016 1,000| 0,145 0,618 -
p 0,618 0,538 0,553] 0,073 0,084 | 0,257 0,784 1,000 0,020| 0,696 0,103 0,977]. 0,784 0,191 -

STV rs 0,543 0,143| -0,030| 0,334 0,657 | 0,029 -0,086 0,314 0,406 | -0,145 0,486 | -0,926" 0,145 1,000 0,812" -
p 0,266 0,787] 0,954] 0,518 0,156 | 0,957 0,872 0,544 0,425| 0,784 0,329 0,008 0,784 1. 0,050 -
AMONIA rs 0,174] -0,058| 0,277| 0,647 0,899"| 0,348 0,087 0,203 0,721| 0,074 0,841 -0,783 0,618| 0,812 1,000 -
‘ p 0,742 0,913| 0,595| 0,165 0,015 0,499| 0,870 0,700 0,106 | 0,890 0,036 0,066 0,191 0,050 (. -
e [ o o ] _ _ _ _ _

rs= Coeficiente de Spearman;

* Valores significativos (p<0.05)
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Quadro lll. 3 - Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem de NMP de MRS/mL no ponto P8

P8 - BRS DQO | SULFA | TOG pH COND T NTU SST ST SSV STV SULFE NH3 DUR ALC Fe DBO FR28 P7
DQO rs | 1,000 | 0,657 | 0,600 | -0,200 | -0,543 | 0,618 | -0,257 0,000 -0,257 | -0,086 | -0,029 | -0,600 0,200 0,314 | 0,714 | -0,154 | 0,912" | -0,377 | -0,348
p . 0,156 | 0,208 | 0,704 0,266 0,191 | 0,623 1,000 0,623 | 0,872 | 0,957 0,208 0,704 0,544 | 0,111 0,770 | 0,011 | 0,461 | 0,499
SULFA rs | 0,657 | 1,000 | 0,714 | -0,657 | -0,429 | 0,971" | 0,257 0,493 -0,143 | 0,029 | 0,143 -0,086 0,600 0,771 | 0,600 | 0,278 | 0,677 | -0,145 | -0,319
p ] 0,156 . 0,111 | 0,156 0,397 0,001 | 0,623 0,321 0,787 | 0,957 | 0,787 0,872 0,208 0,072 | 0,208 | 0,594 | 0,140 | 0,784 | 0,538
TOG rs | 0,600 | 0,714 | 1,000 | -0,200 | -0,771 | 0,647 | 0,429 0,029 0,143 | -0,371 | -0,486 | -0,429 0,314 0,371 | 0,486 | 0,679 | 0,794 | 0,116 | -0,029
p |10,208 | 0,111 . 0,704 0,072 0,165 | 0,397 0,957 0,787 | 0,468 | 0,329 0,397 0,544 0,468 | 0,329 0,138 | 0,059 | 0,827 [ 0,957
pH rs |-0,200| -0,657 [-0,200| 1,000 0,086 | -0,736 | 0,086 | -0,928" | -0,371 | -0,714 | -0,657 | -0,086 -0,657 |-0,886 | -0,143 | -0,123 | -0,294 | 0,348 | 0,319
p 10,704 0,156 | 0,704 . 0,872 0,096 | 0,872 0,008 0,468 | 0,111 | 0,156 0,872 0,156 0,019 | 0,787 0,816 | 0,571 | 0,499 [ 0,538
COND rs |-0,543| -0,429 |-0,771| 0,086 1,000 | -0,500 | -0,371 | -0,116 | -0,257 | 0,086 | 0,600 0,829 -0,543 | 0,029 | -0,714 | -0,370 | -0,647 | 0,406 | 0,493
p 10,266 | 0,397 | 0,072 | 0,872 . 0,312 | 0,468 0,827 0,623 | 0,872 | 0,208 0,042 0,266 0,957 | 0,111 0,470 | 0,165 | 0,425 [ 0,321
T rs | 0,618 | 0,971" | 0647 | -0,736 | -0,500 | 1,000 | 0,265 0,642 -0,059 | 0,206 | 0,177 -0,177 0,765 0,736 | 0,677 0,207 | 0,621 | -0,343 | -0,508
p 10191 | 0,001 | 0,165 | 0,096 0,312 . 0,612 0,169 0,912 | 0,695 | 0,738 0,738 0,076 0,096 | 0,140 | 0,695 | 0,188 | 0,505 | 0,304
NTU rs |-0,257| 0,257 | 0,429 | 0,086 -0,371 | 0,265 | 1,000 0,058 -0,086 | -0,429 | -0,600 0,143 0,429 -0,086 | 0,257 0,617 | -0,177 | 0,261 | -0,116
p 10623 | 0,623 | 0,397 | 0,872 0,468 0,612 . 0,913 0,872 | 0,397 | 0,208 0,787 0,397 0,872 | 0,623 | 0,192 | 0,738 | 0,618 | 0,827
SST rs | 0,000 | 0,493 | 0,029 |[-0,928" | -0,116 | 0,642 | 0,058 1,000 0,377 | 0,812" | 0,580 0,058 0,812° | 0,667 | 0,203 | 0,031 | 0,045 | -0,515 | -0,529
p ]1000| 0,321 | 0,957 | 0,008 0,827 0,169 | 0,913 . 0,461 | 0,050 | 0,228 0,913 0,050 0,148 | 0,700 | 0,953 | 0,933 | 0,296 | 0,280
ST rs |-0,257| -0,143 | 0,143 | -0,371 | -0,257 | -0,059 | -0,086 0,377 1,000 | 0,486 | 0,029 -0,257 0,143 0,200 | -0,371 | 0,494 | 0,088 | -0,058 | 0,145
p 10623| 0,787 | 0,787 | 0,468 0,623 0,912 | 0,872 0,461 . 0,329 [ 0,957 0,623 0,787 0,704 ,468 0,320 | 0,868 | 0,913 [ 0,784
SSV rs |-0,086| 0,029 |-0,371| -0,714 | 0,086 0,206 | -0,429 | 0,812 0,486 | 1,000 | 0,714 -0,086 0,486 0,371 | -0,029 | -0,339 | -0,088 | -0,667 | -0,464
p | 0872 | 0,957 | 0468 | 0,111 0,872 0,695 | 0,397 0,050 0,329 . 0,111 0,872 0,329 0,468 | 0,957 0,510 | 0,868 | 0,148 [ 0,354
STV rs |-0,029| 0,143 [-0,486| -0,657 0,600 0,177 | -0,600 0,580 0,029 | 0,714 | 1,000 0,429 0,086 0,600 | -0,257 | -0,463 | -0,118 | -0,232 | -0,058
p 10957 | 0,787 | 0,329 | 0,156 0,208 0,738 | 0,208 0,228 0,957 | 0,111 . 0,397 0,872 0,208 | 0,623 | 0,355 | 0,824 | 0,658 | 0,913
SULFE rs |-0,600| -0,086 |-0,429| -0,086 | 0,829 | -0,177 | 0,143 0,058 -0,257 | -0,086 | 0,429 1,000 -0,257 | 0,257 | -0,600 | 0,062 | -0,618 | 0,609 | 0,493
p }]0,208| 0872 |0,397 | 0,872 0,042 0,738 | 0,787 0,913 0,623 | 0,872 | 0,397 . 0,623 0,623 | 0,208 | 0,908 | 0,191 | 0,200 | 0,321
NH3 rs | 0,200 | 0,600 | 0,314 | -0,657 | -0,543 | 0,765 | 0,429 0,812" 0,143 | 0,486 | 0,086 -0,257 1,000 0,371 | 0,657 0,093 | 0,177 | -0,638 | -0,812°
p 10,704 | 0,208 | 0,544 | 0,156 0,266 0,076 | 0,397 0,050 0,787 | 0,329 | 0,872 0,623 . 0,468 | 0,156 | 0,862 | 0,738 | 0,173 | 0,050
DUR rs | 0,314 | 0,771 | 0,371 | -0,886 | 0,029 0,736 | -0,086 0,667 0,200 | 0,371 | 0,600 0,257 0,371 1,000 | 0,029 0,278 | 0,441 | 0,029 | 0,029
p 10544 | 0,072 | 0,468 | 0,019 0,957 0,096 | 0,872 0,148 0,704 | 0,468 | 0,208 0,623 0,468 . 0,957 0,594 | 0,381 | 0,957 [ 0,957
ALC rs | 0,714 | 0,600 | 0,486 | -0,143 | -0,714 | 0,677 | 0,257 0,203 -0,371 | -0,029 | -0,257 | -0,600 0,657 0,029 1,000 | -0,185 | 0,530 | -0,638 | -0,812"
p J]0,111| 0,208 | 0,329 | 0,787 0,111 0,140 | 0,623 0,700 0,468 | 0,957 | 0,623 0,208 0,156 0,957 . 0,725 | 0,280 | 0,173 | 0,050
Fe rs 1-0,154| 0,278 | 0,679 | -0,123 | -0,370 | 0,207 | 0,617 0,031 0,494 | -0,339 | -0,463 0,062 0,093 0,278 | -0,185 | 1,000 | 0,207 | 0,564 | 0,423
p 10770| 0,594 | 0,138 | 0,816 0,470 0,695 | 0,192 0,953 0,320 | 0,510 | 0,355 0,908 0,862 0,594 | 0,725 . 0,695 | 0,244 | 0,404
DBO rs |0,912°| 0677 [0,794 | -0,294 | -0,647 | 0,621 | -0,177 0,045 0,088 | -0,088 | -0,118 | -0,618 0,177 0,441 | 0,530 | 0,207 | 1,000 | -0,194 | -0,134
p 10011 | 0,140 | 0,059 | 0,571 0,165 0,188 | 0,738 0,933 0,868 | 0,868 | 0,824 0,191 0,738 0,381 | 0,280 | 0,695 . 0,713 [ 0,800
FR28 rs |-0,377| -0,145 | 0,116 | 0,348 0,406 | -0,343 | 0,261 -0,515 | -0,058 | -0,667 | -0,232 0,609 -0,638 | 0,029 | -0,638 | 0,564 | -0,194 | 1,000 | 0,912
p J]0461| 0,784 | 0,827 | 0,499 0,425 0,505 [ 0,618 0,296 0,913 | 0,148 | 0,658 0,200 0,173 0,957 | 0,173 | 0,244 | 0,713 . 0,011
P7 rs |-0,348| -0,319 |[-0,029| 0,319 0,493 | -0,508 | -0,116 | -0,529 0,145 | -0,464 | -0,058 0,493 -0,812" | 0,029 | -0,812" | 0,423 | -0,134 | 0,912" | 1,000
p ] 0499 | 0,538 | 0,957 | 0,538 0,321 0,304 | 0,827 0,280 0,784 | 0,354 | 0,913 0,321 0,050 0,957 | 0,050 | 0,404 | 0,800 | 0,011

rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)
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Quadro 1. 4 - Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem de NMP de MRS/mL no ponto P9

P9-BRS | tyre | TOG | ALC pH [conD| T oD SST ST SSV STV | SULFA | SULFE | NH3 | DUR Fe DBO | DQO | FrR28 | P7

TUR rs | 1,000 | 0,543 | 0,486 | 0,314 | -0,200 | 0,441 | -0,031 | 0,143 | 0,086 | -0,086 | -0,371 | -0,371 | -0,486 | 0,486 | 0,086 | 0,000 |-0,088| -0,143 | -0,551 |-0,093

p .| 0,266 | 0,329 | 0,544 | 0,704 | 0,381 | 0,954 | 0,787 | 0,872 | 0,872 | 0,468 | 0,468 | 0,329 | 0,329 [ 0,872 | 1,000 | 0,868 | 0,787 | 0,257 | 0,862
TOG rs| 0,543 | 1,000 | 0,486 | -0,086 | 0,143 | 0,353 | 0,185 | -0,143 |-0,257 | -0,086 | -0,714 | -0,371 | 0,086 | 0,143 | 0,086 | 0,120 | 0,265 | -0,543 | -0,087 | 0,185
plooes | . 0,329 | 0,872 | 0,787 | 0,492 | 0,725 | 0,787 | 0,623 | 0,872 | 0,111 | 0,468 | 0,872 | 0,787 | 0,872 | 0,822 | 0,612 | 0,266 | 0,870 | 0,725
ALC rs | 0,486 | 0,486 | 1,000 | 0,429 | 0,143 | 0,471 | 0,648 | 0,143 | 0,714 | 0,086 | 0,029 | 0,143 | -0,257 | 0,886 | 0,829" | 0,478 | 0,177 | -0,314 | -0,812" | -0,525
p | 0,329 | 0,329 . 0,397 | 0,787 | 0,346 | 0,164 | 0,787 | 0,111 | 0,872 | 0,957 | 0,787 | 0,623 | 0,019 | 0,042 | 0,338 | 0,738 | 0,544 | 0,050 | 0,285
pH rs| 0,314 [-0,086 | 0,429 | 1,000 | 0,600 |-0,383 | -0,185 | -0,543 | 0,543 | -0,714 | 0,314 | 0,257 | -0,371 | 0,486 | 0,486 | -0,359 | 0,265 | 0,714 | -0,464 |-0,309
p | 05544 | 0,872 | 0,397 . 0,208 | 0,454 | 0,725 | 0,266 | 0,266 | 0,111 | 0,544 | 0,623 | 0,468 | 0,329 | 0,329 [ 0,485 | 0,612 | 0,111 | 0,354 | 0,552
COND rs | -0,200 | 0,143 | 0,143 | 0,600 | 1,000 |-0,765 | -0,093 |-0,886 | 0,029 | -0,771 | -0,143 | -0,029 | -0,086 | 0,029 | 0,143 | -0,598 | 0,794 | 0,543 | 0,058 |-0,154
p | 0,704 | 0,787 | 0,787 | 0,208 : 0,076 | 0,862 | 0,019 | 0,957 | 0,072 | 0,787 | 0,957 | 0,872 | 0,957 | 0,787 | 0,210 | 0,059 [ 0,266 | 0,913 | 0,770
T rs] 0441|0353 | 0471 |-0,383|-0,765 | 1,000 | 0,445 | 0,794 | 0,265 | 0,706 | 0,029 | 0,118 | 0,118 | 0,383 | 0,353 | 0,862 |-0,591| -0,794 | -0,388 | 0,000
p | 03810492 | 0,346 | 0,454 | 0,076 . 0,377 | 0,059 | 0,612 | 0,117 | 0,956 | 0,824 | 0,824 | 0,454 | 0,492 | 0,027 | 0,217 | 0,059 | 0,447 | 1,000
oD rs|-0031( 0,185 | 0,648 | -0,185 | -0,093 | 0,445 | 1,000 | 0,525 | 0,525 | 0,648 | -0,062 | -0,093 | -0,278 | 0,679 | 0,494 | 0581 | 0,286 | -0,617 | -0,626 | -0,733
p | 0,954 | 0,725 | 0,164 | 0,725 | 0,862 | 0,377 . 0,285 | 0,285 | 0,164 | 0,908 | 0,862 | 0,594 | 0,138 | 0,320 | 0,227 | 0,583 | 0,192 | 0,183 | ,097
SST rs| 0,143 | -0,143 | 0,143 | -0,543 [ -0,886" | 0,794 | 0,525 | 1,000 | 0,257 | 0,943" | 0,143 | -0,029 | -0,143 | 0,314 | 0,086 | 0,717 |-0,530| -0,657 | -0,377 |-0,278
plo787 0,787 | 0,787 | 0,266 | 0,019 | 0,059 | 0,285 : 0,623 | 0,005 | 0,787 | 0,957 | 0,787 | 0,544 | 0,872 | 0,209 | 0,280 | 0,156 | 0,461 | 0,594
sT rs] 0,086 [-0257| 0,714 | 0,543 | 0,029 | 0,265 | 0,525 | 0,257 | 1,000 | 0,143 | 0,657 | 0,543 | -0,257 | 0,829" | 0,886 | 0,478 [-0,088| 0,086 | -0,783 |-0,648
p |os872 | 0623|0111 0266 | 0,957 | 0,612 | 0,285 | 0,623 . 0,787 | 0,156 | 0,266 | 0,623 | 0,042 | 0,019 | 0,338 | 0,868 | 0,872 | 0,066 | 0,164
ssv s |-0,086 |-0,086 | 0,086 | -0,714 | -0,771 | 0,706 | 0,648 |0,943" | 0,143 | 1,000 | 0,029 | -0,086 | -0,029 | 0,200 | 0,029 | 0,717 [-0,353| -0,771 | -0,232 | -0,278
p|osg72| 0872|0872 | 0,111 | 0,072 | 0,117 | 0,164 | 0,005 | 0,787 . 0,957 | 0,872 | 0,957 | 0,704 | 0,957 | 0,109 | 0,492 | 0,072 | 0,658 | 0,594
STV  rs|-0,371|-0,714 | 0,029 | 0,314 | -0,143 | 0,029 | -0,062 | 0,143 | 0,657 | 0,029 | 1,000 | 0,886 | 0,257 | 0,143 | 0,543 | 0,359 |-0,530| 0,371 | -0,116 |-0,062
p | o468 | 0111|0957 | 0,544 | 0,787 | 0,956 | 0,908 | 0,787 | 0,156 | 0,957 : 0,019 | 0,623 | 0,787 | 0,266 | 0,485 | 0,280 | 0,468 | 0,827 | 0,908
SULFA rs|-0,371|-0,371 | 0,143 | 0,257 | -0,029 | 0,118 | -0,093 | -0,029 | 0,543 | -0,086 | 0,886 | 1,000 | 0,600 | 0,029 | 0,657 | 0,478 [-0,530| 0,200 | 0,058 | 0,216
p | 0,468 | 0,468 | 0,787 | 0,623 | 0,957 | 0,824 | 0,862 | 0,957 | 0,266 | 0,872 | 0,019 . 0,208 | 0,957 | 0,156 | 0,338 | 0,280 | 0,704 | 0,913 [ 0,681
SULFE rs | -0,486 | 0,086 | -0,257 | -0,371 | -0,086 | 0,118 | -0,278 | -0,143 | -0,257 | -0,029 | 0,257 | 0,600 | 1,000 | -0,600 | 0,086 | 0,359 |-0,441| -0,200 | 0,696 | 0,772
p | 0329|0872 | 0623 | 0,468 | 0,872 | 0,824 | 0,594 | 0,787 | 0,623 | 0,957 | 0,623 | 0,208 . 0,208 | 0,872 | 0,485 | 0,381 | 0,704 | 0,125 | 0,072
NH3 rs | 0,486 | 0,143 | 0,886 | 0,486 | 0,029 | 0,383 | 0,679 | 0,314 [ 0,829" | 0,200 | 0,143 | 0,029 | -0,600 | 1,000 | 0,714 | 0,359 | 0,177 | -0,143 |-0,986" |-0,802
p | 0329 | 0,787 | 0,019 | 0,329 | 0,957 | 0,454 | 0,138 | 0,544 | 0,042 | 0,704 | 0,787 | 0,957 | 0,208 : 0,111 | 0485 | 0,738 | 0,787 | 0,000 | 0,055
DUR rs | 0,086 | 0,086 | 0,829" | 0,486 | 0,143 | 0,353 | 0,494 | 0,086 | 0,886 | 0,029 | 0,543 | 0,657 | 0,086 | 0,714 | 1,000 | 0,598 |-0,088| -0,086 | -0,609 [-0,370
p | o872 0872|0042 | 0,329 | 0,787 | 0,492 | 0,320 | 0,872 | 0,019 | 0,957 | 0,266 | 0,156 | 0,872 | 0,111 . 0,210 | 0,868 | 0,872 | 0,200 | 0,470
Fe rs| 0,000 | 0,220 | 0,478 |-0,359 | -0,598 | 0,862" | 0,581 | 0,717 | 0,478 | 0,717 | 0,359 | 0,478 | 0,359 | 0,359 | 0,598 | 1,000 |-0,554| -0,717 | -0,303 |-0,065
p | 1,000 | 0,822 | 0,338 | 0,485 | 0,210 | 0,027 | 0,227 | 0,109 | 0,338 | 0,109 | 0,485 | 0,338 | 0,485 | 0,485 | 0,210 . 0,254 | 0,109 | 0,559 | 0,903
DBO rs |-0,088| 0,265 | 0,177 | 0,265 | 0,794 |-0,591 | 0,286 | -0,530 |-0,088 | -0,353 | -0,530 | -0,530 | -0,441 | 0,177 | -0,088 | -0,554 | 1,000 | 0,177 | -0,134 [-0,477
p | o868 | 0612|0738 | 0612 | 0,059 | 0,217 | 0,583 | 0,280 | 0,868 | 0,492 | 0,280 | 0,280 | 0,381 | 0,738 | 0,868 | 0,254 . 0,738 | 0,800 | 0,339
DQO rs | -0,143|-0,543 | -0,314 | 0,714 | 0,543 | -0,794 | -0,617 | -0,657 | 0,086 | -0,771 | 0,371 | 0,200 | -0,200 | -0,143 | -0,086 | -0,717 | 0,177 | 1,000 | 0,116 | 0,000
p | 0,787 | 0,266 | 0,544 | 0,111 | 0,266 | 0,059 | 0,292 | 0,156 | 0,872 | 0,072 | 0,468 | 0,704 | 0,704 | 0,787 | 0,872 | 0,109 | 0,738 : 827 | 1,000
FR28 s | -0,551 | -0,087 |-0,812"| -0,464 | 0,058 | -0,388 | -0,626 | -0,377 | 0,783 | -0,232 | 0,116 | 0,058 | 0,696 |-0,986" | 0,609 | -0,303 |-0,134| 0,116 | 1,000 | 0,814
p | 0,257 | 0,870 | 0,050 | 0,354 | 0,913 | 0,447 | 0,183 | 0,461 | 0,066 | 0,658 | 0,827 | 0,913 | 0,125 | 0,000 | 0,200 | 0,559 | 0,800 [ 0,827 . 0,049

P7

rs | -0,093 | 0,185 | -0,525 | -0,309 | -0,154 | 0,000 | -0,733 | -0,278 | -0,648 | -0,278 | -0,062 | 0,216 0,772 | -0,802 | -0,370 | -0,065 |-0,477| 0,000 0,814 | 1,000

p | 0862 ] 0,725 | 0,285 | 0,552 [ 0,770 | 1,000 | 0,097 | 0,594 | 0,164 | 0,594 | 0,908 0,681 0,072 | 0,055 | 0,470 | 0,903 | 0,339 | 1,000 0,049

rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)



Quadro Ill. 5 - Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem de NMP de BANHT/mL no ponto P2

P2-BANHT | TyRr ST STV DQO | SULFA | TOG pH | conDp T SST SSV | SULFE | NH3 ALC Fe DBO | FR28 P7

TUR 1,000 |-0,152 | -0,152 | -0,030 | -0,698 | 0,698 | 0,213 | -0,698 | 0,431 | -0,030 | -0,092 | -0,955" | 0,213 | 0,213 | -0,492 | 0,375 | 0,031 | 0,216
0,774 | 0774 | 0954 | 0123 | 0,123 [ 0686 | 0,123 | 0,393 | 0,954 | 0,862 | 0,003 | 0,686 | 0686 | 05322 | 0464 | 0,954 | 0,682
ST -0,152 | 1,000 | 1,000 | 0,886" | 0,143 | 0,029 |-0,371| 0314 | 0,029 | 0,943" | 0,377 | 0,000 | 0,771 | 0,829" | -0,278 | 0,000 | -0,174 | -0,464
0,774 0,019 | 0,787 | 0957 | 0,468 | 0544 | 0,957 | 0,005 | 0,461 [ 1,000 | 0072 | 0,042 | 0594 | 1,000 | 0,742 | 0,354
STV -0,152 | 1,000 | 1,000 | 0,886 | 0,143 | 0,029 |-0,371| 0,314 | 0,029 | 0,943" | 0,377 | 0,000 | 0,771 | 0,829" | -0,278 | 0,000 | -0,174 | -0,464
0,774 . . 0,019 | 0,787 | 0,957 | 0,468 | 0544 | 0,957 | 0,005 | 0,461 [ 1,000 [ 0072 | 0,042 | 0594 [ 1,000 | 0,742 | 0,354
DQO -0,030 | 0,886" | 0,886" | 1,000 | 0371 | 0,143 | -0,657 | 0,200 | 0,058 | 0,943" | 0,232 | 0,000 | 0,943" | 0,886 | -0,370 | 0,441 | -0,522 | -0,754
0,954 | 0,019 | 0,019 0,468 | 0,787 | 0,156 | 0,704 | 0,913 | 0,005 | 0658 | 1,000 | 0,005 | 0,019 | 0470 | 0,381 | 0,288 | 0,084
SULFA 0,698 | 0,143 | 0,143 | 0,371 | 1,000 | -0,486 |-0,657 | 0,486 | -0,203 | 0,200 | -0,145 | 0,812" | 0,257 | 0,086 | 0,278 | 0,353 | -0,638 | -0,696
0,123 | 0,787 | 0,787 | 0,468 0,329 | 0,156 | 0,329 | 0,700 [ 0,704 | 0,784 | 0,050 | 0,623 | 0,872 | 0,594 | 0,492 | 0,173 | 0,125
TOG 0,698 | 0,029 | 0029 | 0,143 | -0,486 | 1,000 |-0,314 | -0,143 | 0,058 | 0,257 | 0,580 | -0,696 | 0,257 | 0,371 | -0,926" | 0,265 | -0,174 | -0,232
0,123 | 0,957 | 0,957 | 0,787 | 0,329 0,544 | 0,787 | 0,913 | 0623 | 0,228 | 0125 | 0,623 | 0468 | 0,008 | 0612 | 0,742 [ 0,658
pH 0,213 |-0,371 | -0,371 | -0,657 | -0,657 | -0,314 | 1,000 | -0,486 | 0,174 | -0,600 | -0,435 | -0,290 | -0,600 | -0,543 | 0,525 | -0,530 | 0,812" | 0,986
0,686 | 0,468 | 0468 | 0,156 | 0,156 | 0,544 0,329 | 0,742 | 0,208 | 0,389 | 0,577 | 0,208 | 0,266 | 0,285 | 0,280 | 0,050 | 0,000
COND 0,698 | 0,314 | 0,314 | 0,200 | 0486 | -0,143 |-0,486 | 1,000 | -0,029 | 0,371 | 0,638 | 0,551 | 0,086 | 0,257 | -0,185 | -0,441 | -0,377 | -0,435
0,123 | 0544 | 0544 | 0,704 | 0329 | 0,787 [ 0,329 0,957 | 0468 | 0,173 | 0,257 | 0,872 | 0623 | 0,725 | 0,381 | 0,461 [ 0,389

T 0,431 | 0,029 | 0,029 | 0058 | -0,203 | 0,058 | 0,174 | -0,029 | 1,000 | 0,116 | -0,176 | -0,515 | 0,348 | 0,406 | -0,157 | 0,000 | -0,368 | 0,132
0,393 | 0,957 | 0,957 | 0913 | 0,700 | 0913 | 0,742 | 0,957 0,827 | 0,738 | 0,296 | 0,499 | 0425 | 0,767 | 1,000 | 0,473 | 0,803
SST -0,030 | 0,9437 | 0,943" | 0,943" | 0,200 | 0,257 |-0,600 | 0371 | 0,116 | 1,000 | 0,493 | -0,087 | 0,886 | 0,943" | -0,525 | 0,177 | -0,435 | -0,667
0,954 | 0,005 | 0,005 | 0,005 | 0,704 | 0623 | 0,208 | 0,468 | 0,827 0,321 | 0,870 | 0,019 | 0,005 | 0285 | 0,738 | 0,389 | 0,148
Ssv 0,092 | 0,377 | 0,377 | 0232 | -0,145 | 0,580 |-0,435| 0,638 | -0,176 | 0,493 | 1,000 | -0,074 | 0,145 | 0,406 | -0,751 | -0,358 | -0,103 | -0,338
0,862 | 0,461 | 0461 | 0,658 | 0,784 | 0,228 | 0,389 | 0,173 [ 0,738 | 0,321 0,890 | 0,784 | 0,425 | 0,085 | 0,486 | 0,846 | 0,512
SULFE |-0,955"| 0,000 [ 0,000 | 0,000 | 0,812" | -0,696 |-0,290 | 0551 | -0,515 | -0,087 | -0,074 | 1,000 | -0,232 | -0,319 | 0,548 | -0,134 | -0,118 | -0,294
0,003 | 1,000 | 1,000 | 1,000 | 0,050 | 04125 | 0577 | 0,257 [ 0,296 | 0,870 | 0,890 0,658 | 0538 | 0,260 | 0,800 | 0,824 | 0,572
NH3 0,213 | 0,772 | 0,771 | 0,943" | 0,257 | 0,257 |-0,600 | 0,086 | 0,348 | 0,886 | 0,145 | -0,232 | 1,000 | 0,943" | -0,463 | 0,530 | -0,638 | -0,696
0,686 | 0,072 | 0,072 | 0,005 | 0623 | 0623 | 0,208 | 0,872 | 0,499 | 0,019 | 0,784 | 0,658 0,005 | 0,355 | 0,280 | 0,173 | 0,125
ALC 0,213 | 0,829 | 0,829° | 0,886 | 0,086 | 0,371 |-0,543 | 0,257 | 0,406 | 0,943" | 0,406 | -0,319 | 0,943" | 1,000 | -0,617 | 0,265 | -0,551 | -0,609
686 | 0,042 [ 0,042 019 [ 0872 | 0468 | 0,266 | 0,623 | 0,425 | 0,005 | 0,425 | 0538 | 0,005 0,192 | 0,612 | 0,257 | 0,200

Fe 0,492 | -0,278 | -0,278 | -370 | 0,278 |-0,926" | 0,525 | -0,185 | -0,157 | -0,525 | -0,751 | 0,548 | -,0463 | -0,617 | 1,000 | -0,191 | 0,391 | 0,454
0,322 | 0594 | 0594 | 0470 | 0594 | 0,008 | 0,285 | 0,725 | 0,767 | 0,285 | 0,085 | 0,260 | 0,355 [ 0,192 0,717 | 0,443 | 0,366
DBO 0,375 | 0,000 | 0,000 | 0441 | 0,353 | 0,265 |-0,530 | -0,441 | 0,000 | 0,177 | -0,358 | -0,134 | 0,530 | 0,265 | -0,191 | 1,000 | -0,582 | -0,582

0,464 | 1,000 | 1,000 | 0,381 | 0,492 | 0612 | 0,280 | 0,381 | 1,000 [ 0,738 | 0,486 | 0,800 | 0,280 | 0,612 | 0,717 0,225 | ,225
FR28 0,031 |-0,174 | -0,174 | -0,522 | -0,638 | -0,174 | 0,812 | -0,377 | -0,368 | -0,435 | -0,103 | -0,118 | -0,638 | -0,551 | 0,391 | -0,582 | 1,000 | 0,824
0,954 | 0,742 742 0,288 | 0,173 | 0,742 | 0,050 | 0461 | 0,473 | 0,389 | 0846 | 0824 [ 0173 | 0257 | 0443 | 0225 0,044

P7 0,216 | -0,464 | -0,464 | -0,754 | -0,696 | -0,232 | 0,986 | -0,435 | 0,132 | -0,667 | -0,338 | -0,294 | -0,696 | -0,609 | 0,454 | -0,582 | 0,824 | 1,000

0,682 | 0,354 | 0354 | 0084 | 0125 | 0658 | 0,000 | 0,389 | 0,803 | 0,148 | 05512 | 0572 | 0,125 | 0,200 | 0,366 | 0,225 | 0,044

rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)
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Quadro 1. 6 - Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem

de NMP de BANHT/mL no ponto P8

P8-BANHT | poo | sSULFA | TOG pH JconD| T TUR | ssT ST ssv | stv | SULFE | NH3 | DUR | ALC Fe DBO | FR28 P7
DQO rs | 1,000 | 0,657 |0,600 | -0,200 |-0,543 | 0,618 | -0,257 | 0,000 | -0,257 | -0,086 | -0,029 | -0,600 | 0,200 | 0,314 | 0,714 | -0,154 | 0,912" | 0,200 | 0,371
p 0,156 | 0,208 | 0,704 | 0,266 | 0,291 | 0,623 | 1,000 | 0,623 | 0,872 | 0957 | 0,208 | 0,704 | 0,544 | 0,111 | 0,770 | 0,011 | 0,704 | 0,468
SULFA rs | 0,657 | 1,000 |0,714 | -0,657 | -0,429 | 0,971" | 0,257 | 0,493 | -0,143 | 0,029 | 0,143 | -0,086 | 0,600 | 0,771 | 0,600 | 0,278 | 0,677 | 0,714 | 0,829"
p | 0156 0,111 | 0,156 | 0,397 | 0,001 | 0,623 | 0,321 | 0,787 | 0,957 | 0,787 | 0,872 | 0,208 | 0,072 | 0,208 | 0,594 | 0,240 | 0,111 [ 0,042
TOG rs | 0,600 | 0,714 | 1,000 -0,200 |-0,771 | 0,647 | 0,429 | 0,029 | 0,143 | -0,371 | -0,486 | -0,429 | 0,314 | 0,371 | 0,486 | 0,679 | 0,794 | 0,200 | 0,371
p | 0208 | 0111 0,704 | 0,072 | 0,265 | 0,397 | 0,957 | 0,787 | 0,468 | 0,329 | 0,397 | 0,544 | 0,468 | 0,329 | 0,138 | 0,059 | 0,704 | 0,468
pH rs | -0,200 | -0,657 [-0,200| 1,000 | 0,086 | -0,736 | 0,086 |-0,928"|-0,371 | -0,714 | -0,657 | -0,086 |-0,657|-0,886"|-0,143| -0,123 | -0,294 | -0,600 | -0,486
p | 0704 | 0,156 | 0,704 0,872 | 0,096 | 0,872 | 0,008 | 0468 | 0,111 | 0,156 | 0,872 | 0,156 | 0,019 [ 0,787 | 0,816 | 0,571 | 0,208 | 0,329
COND rs |-0543 | -0,429 |-0,771| 0,086 | 1,000 | -0,500 | -0,371 | -0,116 | -0,257 | 0,086 | 0,600 | 0,829" |-0,543| 0,029 |-0,714| -0,370 | -0,647 | 0,314 | 0,086
p | 0266 [ 0397 |[0072]| 0872 0,312 | 0468 | 0,827 | 0,623 | 0,872 | 0,208 | 0,042 | 0,266 | 0,957 | 0,111 | 0,470 | 0,165 | 05544 | 0,872
T rs | 0618 | 0,971" | 0,647 | -0,736 | -0,500 | 1,000 | 0,265 | 0,642 |-0,059 | 0,206 | 0,177 | -0,177 | 0,765 | 0,736 | 0,677 | 0,207 | 0,621 | 0,618 | 0,736
p | o191 | 0001 [0165]| 0,096 | 0312 0,612 | 0,169 | 0,912 | 0,695 | 0,738 | 0,738 | 0,076 | 0,096 | 0,140 | 0,695 | 0,288 | 0,191 | 0,096
TUR rs | -0257 | 0257 [0,429| 0,086 |-0371| 0,265 | 1,000 | 0,058 |-0,086 | -0,429 | -0,600 | 0,143 | 0,429 | -0,086 | 0,257 | 0,617 |-0,177 | 0,086 | 0,257
p | 0623 [ 0623 [0397| 0872 | 0468 | 0,612 0,913 | 0,872 | 0,397 | 0,208 | 0,787 | 0,397 | 0,872 | 0,623 | 0,192 [ 0,738 | 0,872 | 0,623
SST rs | 0,000 | 04493 |[0,029|-0928" |-0,116 | 0,642 | 0,058 | 1,000 | 0,377 | 0,812° | 0,580 | 0,058 |0,812"| 0,667 | 0,203 | 0,031 | 0,045 | 0,406 | 0,319
p | 1000 [ 0321 [0957| 0,008 | 0,827 | 0,169 | 0,913 0,461 | 0,050 | 0228 | 0913 | 0,050 | 0,148 | 0,700 | 0,953 | 0,933 | 0,425 | 0,538
ST rs | -0257 | -0,143 | 0,143 | -0,371 | -0,257 | -0,059 | -0,086 | ,377 | 1,000 | 0,486 | 0,029 | -0,257 | 0,143 | 0,200 |-0,371| 0,494 | 0,088 | -0,314 | -0,486
p | 0623 0787 |0787| 0468 | 0623 | 912 | 0872 | 0461 0,329 | 0957 | 0,623 [0,787 | 0,704 | 0,468 | 0,320 | 0,868 | 0,544 | 0,329
Ssv rs | -0,086 | 0029 [-0371| -0,714 | 0,086 | 0,206 | -0,429 | 0,812" | 0,486 | 1,000 | 0,714 | -0,086 | 0,486 | 0,371 | 0-,029 | -0,339 | -0,088 | 0,029 |-0,143
p | 0872 [ 0957 [0468]| 0111 [ 0,872 | 0,695 | 0,397 | 0,050 | 0,329 0,111 | 0,872 [ 0,329 | 0,468 | 0,957 | 0,510 | 0,868 | 0,957 | 0,787
STV rs | -0,029 | 0,143 [-0,486| -0,657 | 0,600 | 0,277 | -0,600 | 0,580 | 0,029 | 0,714 | 1,000 | 0,429 | 0,086 | 0,600 |-0,257 | -0,463 | -0,118 | 0,543 | 0,314
p | 0957 | 0787 0329 0,156 | 0,208 | 0,738 | 0,208 | 0,228 | 0,957 | 0,111 0,397 | 0,872 | 0,208 | 0,623 | 0,355 | 0,824 | 0,266 | 0,544
SULFE s | -0600 | -0,086 |-0,429| -0,086 | 0,829" | -0,177 | ,143 | 0,058 | -0,257 | -0,086 | 0,429 | 1,000 |-0,257| 0,257 |-0,600| 0,062 |-0,618 | 0,600 | 0,429
p | 0208 [ 0872 [0397]| 0872 | 0,042 | 0,738 | 0,787 | 0,913 | 0,623 | 0,872 | 0,397 0,623 [ 0,623 | 0,208 | 0,908 | 0,191 | 0,208 | 0,397
NH3 rs | 0,200 [ 0,600 | 0,314 | -0,657 | -0,543 | 0,765 | 0,429 | 0,812" | 0,143 | 0,486 | 0,086 | -0,257 | 1,000 | 0,371 | 0,657 | 0,093 | 0,177 | 0,200 | 0,314
p | 0704 [ 0208 [0544| 0,156 | 0,266 | 0,076 | 0,397 | 0,050 | 0,787 | 0,329 | 0872 | 0,623 0,468 | 0,156 | 0,862 | 0,738 | 0,704 | 0,544
DUR rs | 0314 | 0,771 [0371| -0,886" | 0,029 | 0,736 | -0,086 | 0,667 | 0,200 | 0,371 | 0,600 | 0,257 | 0,371 | 1,000 | 0,029 | 0,278 | 0,441 | 0,829 | 0,714
p | 0544 | 0072 [0468| 0,019 | 0,957 | 0,096 | 0,872 | 0,148 | 0,704 | 0,468 | 0,208 | 0,623 | 0,468 0,957 | 0,594 | 0,381 | 0,042 | 0,111
ALC rs | 0,714 | 0,600 |0,486 | -0,143 |-0,714 | 0,677 | 0,257 | 0,203 | -0,371 | -0,029 | -0,257 | -0,600 | 0,657 | 0,029 | 1,000 | -0,185 | 0,530 | 0,029 | 0,314
p | o111 | 0208 [0329]| 0,787 | 0,111 | 0,240 | 0,623 | 0,700 | 0,468 | 0,957 | 0,623 | 0,208 | 0,156 | 0,957 0,725 | 0,280 | 0,957 | 0,544
Fe rs | -0,154 | 0,278 |0679 | -0,123 | -0,370 | 0,207 | 0,617 | 0,031 | 0,494 | -0,339 | -0,463 | 0,062 | 0,093 | 0,278 |-0,185| 1,000 | 0,207 | 0,123 | 0,123
p | o770 [ 0594 [0,138]| 0816 | 0,470 | 0,695 | 0,192 | 0,953 | 0,320 | 0,510 | 0,355 | 0,908 [ 0,862 | 0,594 | 0,725 0,695 | 0,816 | 0,816
DBO rs | 0912" | 0677 [0,794 | 0,294 | -0,647 | 0,621 | -0,177 | 0,045 | 0,088 | -0,088 | -0,118 | -0,618 | 0,177 | 0,441 | 0,530 | 0,207 | 1,000 | 0,177 | 0,294
p | 0011 | 0,140 [0,059]| 0571 | 0,165 | 0,288 | 0,738 | 0,933 | 0,868 | 0,868 | 0,824 | 0,291 | 0,738 | 0,381 | 0,280 | 0,695 0,738 | 0,571
FR28 rs | 0,200 | 0,714 [0,200 | -0,600 | 0,314 | 0,618 | 0,086 | 0,406 |-0,314 | 0,029 | 0,543 | 0,600 | 0,200 | 0,829" | 0,029 | 0,123 | 0,277 | 1,000 |0,943"
p | 0704 | 0111 [0,704| 0,208 | 0,544 | 0,191 | 0,872 | 0,425 | 0,544 | 0,957 | 0,266 | 0,208 | 0,704 | 0,042 | 0,957 | 0,816 [ 0,738 0,005
P7 rs | 0,371 | 0,829" | 0,371 | -0,486 | 0,086 | 0,736 | 0,257 | 0,319 | -0,486 | -0,143 | 0,314 | 0,429 | 0,314 | 0,714 | 0,314 | 0,123 | 0,294 | 0,943" | 1,000
p | 0468 [ 0042 [0468]| 0329 | 0,872 | 0,096 | 0,623 | 05538 | 0,329 | 0,787 | 0544 | 0,397 | 0544 | 0,111 | 0,544 | 0,816 | 0,571 | 0,005

rs= Coeficiente de Spearman;

* Valores significativos (p<0.05)
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Quadro Ill. 7 - Correlacao entre as variaveis fisico-quimicas e microbiolégicas para contagem de NMP de BANHT/mL no ponto P9

123

PO-BANHT| Tyr | TOG | ALC pH [conD| T ob | ssT ST ssV | STV | SULFA | SULFE | NH3 | DUR | Fe | DBO | DQO | FR28 | P7
TUR rs | 1,000| 0543| o0486| 0,314| -0,200| 0,441|-0,031| 0,143| 0,086| -0,086| -0,371| -0,371| -0,486| 0,486| 0,086 0,000] -0,088| -0,143| -0,086| -0,203
D 0,266| 0,329| 0544| o0704| 0381] 0954| 0,787| 0872| 0872 0468 o0468| 0,329| 0,329| 0,872] 1,000| 0,868 0,787| 0,872| 0,700
TOG rs | 0543| 1,000| o0,486| -0,086| 0,143 0353| 0,185| -0,143| -0,257| -0,086| -0,714| -0,371| 0,086| 0,143| 0,086| 0,120| 0,265| -0,543| 0,086 0,290
D 0,266 | . 0,329| 0,872| 0,787| 0492] 0,725| 0,787| 0,623| 0872| 0,111| 0468| 0872] 0,787| 0,872| 0,822| 0,612| 0,266| 0,872| 0577
ALC  rs | o0486| 0486| 1,000| 0429| 0,143| 0471| 0648| 0,143| 0,714/0,086 0,029| 0,143| -0,257|0,886"| 0,829°| 0,478| 0,177| -0,314| -0,314| -0,319
D 0,329 0,329]. 0,397| 0,787| 0,346 0,164| 0,787 0,111 0872| 0957 0,787| 0,623[ 0,019] 0,042] 0,338| 0,738 0544| 0544| 0,538
pH rs | 0314 -0,086| 0429 1,000| 0600| -0,383[-0,185| -0,543| 0,543| -0,714| 0,314| 0,257| -0,371| 0,486 0,486|-0,359| 0,265| 0,714| -0,086| -0,232
D 0,544| 0872 0,397]. 0,208| 0454| 0,725 0266| 0266| 0111| 0544| 0623] 0,468| 0,329| 0,329 0,485| 0,612| 0,111]| 0,872 0,658
COND rs | -0,200 0,143 0,143| 0600| 1,000| -0,765|-0,093| -0,886"| 0,029 -0,771| -0,143| -0,029| -0,086| 0,029 0,143|-0,598| 0,794 0,543| -0,143| 0,029
p 0,704| 0,787| 0,787| 0,208]. 0,076] 0,862 0,019| 0,957| 0,072| 0,787| 0957| 0,872] 0,957 0,787| 0,210| 0,059| 0,266 0,787| 0,957
T rs | 0441| 0,353 0471 -0,383| -0,765| 1,000| 0,445 0,794| 0,265 0,706 0029| ,118| 0,118| 0,383| 0,353|0,862 | -0,591 | -0,794| 0,088 0,000
D 0,381 0,492| 0,346]| 0454| 0,076]. 0,377] 0,059| 0612| 0117]| 0956| 0824| 0824] 0454| 0,492 0,027| 0,217| 0,059| 0,868| 1,000
oD rs | -0,031| 0,185 0648 -0,185| -0,093| 0445| 1,000 0525| 0525| 0,648 -0,062| -0,093| -0,278| 0,679| 0,494| 0,581 | 0286| -0,617| -0,679| -0,564
D 0,954| 0,725| 0,1164| 0,725| 0,862| 0,377]. 0,285| 0,285| 0,164| 0,908| 0,862] 0594] 0,138| 0,320 0,227| 0,583| 0,192 0,138]| 0,244
SST rs | 0,143| -0,143| 0,143 -0,543| -0,886"| 0,794| 0,525| 1,000| 0,257| 0,943"| 0,143| -0,029| -0,143| 0,314| 0,086 0,717 -0,530| -0,657 | -0,257 [ -0,377
p 0,787| 0,787| 0,787| 0,266| 0,019| 0,059| 0,285]. 0,623| 0,005| 0,787 0957| 0,787| 0,544| 0,872] 0,109| 0,280| 0,156| 0,623| 0,461
ST rs | 0086| -0,257| 0,714 0543| 0029 0,265| 0525 0,257 1,000 0,143| 0657| 0543| -0,257|0,829"| 0,886 | 0,478 -0,088| 0,086| -0,314| -0,493
D 0,872| 0623]| 0111]| 0,266| 0957| 0612] 0285 0,623]. 0,787| 0,156| 0,266| 0,623] 0,042 0,019| 0,338] 0,868| 0,872| 0544| 0,321
ssv rs | -0086| -0,086| 0086| -0714| -0,771| 0,706| 0,648| 0,943"| 0,143| 1,000 0,029| -0,086| -0,029| 0,200 0,029 0,717 -0,353| -0,771| -0,314| -0,319
p 0,872| 0,872 0872| 0,111| 0,072| 0,117] 0,164 0,005| 0,787 0,957| 0,872] 0,957| 0,704| 0,957]| 0,209| 0,492 0,072| 0,544| 0,538
STV rs | -0,371| -0,714| 0,029| 0314| -0,143| 0,029|-0,062| 0,143| 0,657 0,029 1,000| 0886 | 0,257| 0,143| 0,543 0,359 -0,530| 0,371| 0,257| 0,000
p 0468 04111 0957| 0544 0,787 0,956| 0,908| 0,787| 0,156| 0,957]. 0,019| 0,623| 0,787| 0,266 0,485| 0,280| 0,468| 0,623 1,000
SULFA rs | -0,371| -0,371| 0,143| 0,257 -0,029| 0,118-0,093| -0,029| 0,543| -0,086| 0,886"| 1,000 0,600| 0,029| 0,657 | 0,478 -0,530| 0,200| 0,543| 0,377
D 0,468| 0,468| 0787| 0623| 0957| 0824] 0,862| 0,957| 0,266| 0872]| 0,019]. 0,208 0,957| 0,156 0,338| 0,280| 0,704| 0,266| 0,461
SULFE rs | -0486| 0,086| -0,257| -0,371| -0,086| 0,118-0,278| -0,143| -0,257| -0,029| 0,257| 0,600| 1,000|-0,600| 0,086 0,359 -0,441| -0,200| 0,829"| 0,899"
D 0,329| 0,872 0623| 0468| 0872| 0824] 0594| 0,787| 0623] 0957 0,623[ 0,208]. 0,208| 0,872] 0,485| 0,381] 0,704| 0,042| 0,015
NH3 rs | 0486| 0,143 0886 | 0486| 0,029| 0,383 0,679 0,314 0,829"| 0,200 0,143 0,029| -0,600| 1,000 0,714| 0,359| 0,177 -0,143| -0,600| -0,696
p 0,329] 0,787| 0,019| 0,329 0957 0454| 0,138| 0,544| 0,042| 0,704 0,787 0,957 0,208]. 0,111] 0,485| 0,738| 0,787| 0,208 0,125
DUR rs | 0086| 0086| 0829°| 0486| 0,143| 0,353| 0,494 o0,086| 0,886 | 0029 0543| 0657| 0,086| 0,714 1,000| 0,598 -0,088| -0,086| -0,029| -0,116
D 0,872| 0,872 0042| 0,329| 0,787| 0,492] 0,320| 0872| 0019| 0957]| 0,266 0,156| 0,872 0,111 0,210| 0,868| 0,872| 0,957| 0,827
Fe rs | 0000 0,120 0478 -0,359| -0,598| 0,862°| 0,581 0,717| 0478| 0,717| 0359| 0,478| 0,359| 0,359| 0,598 1,000| -0,554 | -0,717| 0,120| 0,061
D 1,000 0,822| 0,338| 0485| 0,210| 0,027] 0,227| 0,109] 0,338| 0,109| 0,485| 0,338] 0,485| 0,485| 0,210]. 0,254| 0,109| 0,822 0,909
DBO rs | -0,088| 0,265 0177 0265| 0,794| -0,591| 0,286| -0,530| -0,088| -0,353| -0,530| -0,530| -0,441| 0,177 -0,088-0,554| 1,000| 0,177| -0,618| -0,358
p 0,868| 0612| 0,738 0612 0,059| 0217]| 0583| 0,280| 0,868| 0,492| 0,280| 0,280| 0,381] 0,738 0,868 0,254]. 0,738| 0,191| 0,486
DQO rs | -0,143| -0543| -0,314| 0,714| 0543| -0,794|-0617| -0,657| 0,086| -0,771| 0371| 0,200| -0,200|-0,143| -0,086-0,717| 0,177| 1,000| 0,086| -0,058
D 0,787| 0266| 0544| 0,111 0,266| 0059| 0,192| 0,156| 0,872 0072 0468| 0,704| 0,704| 0,787| 0,872| 0,109| 0,738]. 0,872 0,913
FR28 rs | -0,086| 0,086| -0,314| -0,086| -0,143| 0,088|-0,679| -0,257| -0,314| -0,314| 0,257| 0,543| 0,829 |-0,600| -0,029| 0,120 -0,618| 0,086 1,000| 0,928"
D 0,872| 0,872 0544| 0872| 0,787| 0868] 0,138| 0623| 0544| 0544]| 0623 0266] 0042 0,208] 0957] 0,822] 0,191| 0,872]. 0,008
P7 rs | -0,203| 0,290 -0,319| -0,232| 0,029| 0,000(-0,564| -0,377| -0,493| -0,319| 0,000| 0,377| 0,899 |-0,696| -0,116| 0,061 | -0,358 | -0,058 0,928 | 1,000
p 0,700/ 0577| 0538]| 0,658| 0957| 1,000| ,244| o0461| 0321 0538] 1,000/ 0461| 0015| 0,125| 0,827] 0,909]| 0,486| 0,913| 0,008].

rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)



124

Apéndice IV — Testes Estatisticos

Tabela IV.1: Teste de Friedman para MRS e BANHT

P1 0.4105* 3.9667 0.0289 10.8
P2 0.9702* 0.5333 0.2283* 5.6333
P3 N/A N/A N/A N/A
P4 N/A N/A N/A N/A
P5 0.0619* 8.9667 0.0197 11.7
P6 0.1487* 6.7667 0.1005* 7.7667
P7 0.9953* 0.2 0.0262 11.0333
P8 0.4151* 3.9333 0.0056 14.6
P9 0.8889* 1.1333 0.2017* 5.9667

N/A: Ndo Aplicavel; *Indica diferenca significativa(p<0,05)

Tabela IV.2: Teste de Wilcoxon para o Método Tradicional e Método de

Microplacas de 96 pocos (7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias) para MRS

P1 0.8927* 0.5002* 0.1088* 0.3173*
P2 0.6858* 0.5002* 0.3173* N/A
P3 N/A N/A N/A N/A
P4 N/A N/A N/A N/A
P5 0.0747* 0.2489* 0.1088* 0.138*
P6 0.0679* 0.0679* 0.1088* 0.1797*
P7 0.4652* 0.4652* 0.3173* N/A
P8 0.2489* 0.7532* 0.285* 0.593*
P9 0.8927* 0.5002* 0.1797* 0.6547*

N/A: Ndo Aplicavel; *Indica diferenca significativa (p<0,05)



125

Tabela IV.3: Teste de Wilcoxon para o Método Tradicional e Método de
Microplacas de 96 pocos (7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias) para BANHT

P1
P2
P3
P4
P5
P6
P7
P8
P9

0.0431
0.0679*
N/A
N/A
0.6002*
0.1159*
0.0277
0.6002*
0.0796*

0.0431
0.0679*
N/A
N/A
0.0277
0.0747*
0.0431
0.0277
0.0796*

0.1088*
0.3173*
N/A
N/A
0.0277
0.0679*
0.1797*
0.0277
0.0679*

0.1088*
0.3173*
N/A
N/A
0.6002*
0.3173*
0.3173*
0.1441*
0.4652*

N/A: Nédo Aplicavel; *Indica diferenca significativa(p<0,05)

Tabela IV.4: Correlacdo de Spearman para o Método Tradicional e Método de

Microplacas de 96 pocos (7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias) para MRS

P1

P2

P3

P4

PS5

P6

P7

P8

P9

0.0676
0.7794
0.0051*
0.9411
N/A
N/A
N/A
N/A
0.5918
-0.2794
0.0051*
0.9412
0.0228*
0.874
0.0113*
0.9118
0.0486*
0.8141

0.2051
0.6029
0.0656
0.7827
N/A
N/A
N/A
N/A
0.2961
-0.5147
0.0051*
0.9412
0.0126*
0.9067
0.0835
0.7537
0.0081*
0.9255

0.0765
0.7647
0.0401*
0.8317
N/A
N/A
N/A
N/A
0.0439*
0.8235
< 0.0001*
1
0.0004*
0.9837
0.0835
0.7537
0.0032*
0.9535

0.0439*
0.8235
< 0.0001*
1
N/A
N/A
N/A
N/A
< 0.0001*
1
< 0.0001*
1
< 0.0001*
1
0.0048*
0.9429
0.0032*
0.9535




rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)
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Tabela IV.5: Correlagdo de Spearman para o Método Tradicional e Método de
Microplacas de 96 pocos (7 dias, 14 dias, 21 dias, 28 dias) para BANHT

Amostras Valor-p e rs

Frasco (28 dias) X Frasco (28 dias) X Placas (7 dias) X Placas (14 dias) X

Placas (7 dias)

Placas (28 dias)

Placas (28 dias)

Placas (21 dias)

P1

P2

P3

P4

PS5

P6

P7

P8

P9

p
rs

p
rs

p
rs

p
rs

p
rs

p
rs

p
rs

p
rs

p
rs

0.0048*
0.9429
0.0439*
0.8235
N/A
N/A
N/A
N/A
0.704
0.2
0.2656
0.5429
0.1247
0.6957
0.0048*
0.9429
0.0077*
0.9276

< 0.0001*

1
0.0439*
0.8235
N/A
N/A
N/A
N/A
0.6228
0.2571
0.4684
0.3714
0.0723
0.7714
0.0723
0.7714
0.0003*
0.9856

0.0048*
0.9429

< 0.0001*

1
N/A
N/A
N/A
N/A

0.7872
0.1429
0.0048*
0.9429
0.0003*
0.9856
0.0415*
0.8286
0.0051*
0.9412

< 0.0001*
1
< 0.0001*
1
N/A
N/A
N/A
N/A
0.3287
0.4857
0.0415*
0.8286
0.0003*
0.9856
< 0.0001*
1
< 0.0001*
1

rs= Coeficiente de Spearman; * Valores significativos (p<0.05)
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10. ANEXO - Calculo do NMP/100 ml utilizando regime de trés tubos inoculados com
10, 1.0 e 0.1 ml da amostra

Tubos positivos Tubos positivos

NMP NMP
10 ml 1,0ml 0,1 ml 10 ml 1.0ml 0,1 ml
0 0 1 3 2 0 0 9
0 0 2 6 2 0 1 14
0 0 3 9 2 0 2 20
0 1 0 3 2 0 3 26
0 1 1 6 2 1 0 15
0 1 2 9 2 1 1 20
0 1 3 12 2 1 2 27
0 2 0 6 2 1 3 34
0 2 1 9 2 2 0 21
0 2 2 12 2 2 1 28
0 2 3 16 2 2 2 35
0 3 0 9 2 2 3 42
0 3 1 13 2 3 0 29
0 3 2 16 2 3 1 36
0 3 3 19 2 3 2 44
1 0 0 4 2 3 3 53
1 0 1 7 3 0 0 23
1 0 2 11 3 0 1 39
1 0 3 15 3 0 2 64
1 1 0 7 3 0 3 95
1 1 1 11 3 1 0 43
1 1 2 15 3 1 1 75
1 1 3 19 3 1 2 120
1 2 0 11 3 1 3 160
1 2 1 15 3 2 0 93
1 2 2 20 3 2 1 150
1 2 3 24 3 2 2 210
1 3 0 16 3 2 3 290
1 3 1 20 3 3 0 240
1 3 2 24 3 3 1 460
1 3 3 29 3 3 2 1100
3 3 3 1100+
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